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DESCRIPCION
Anticuerpos, kit y método in vitro para detectar -oligdmeros amiloides
Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer ("Alzheimer's disease", AD) es una enfermedad neurodegenerativa devastadora que se
caracteriza por la acumulacién de placas de 3-amiloides (AB) en regiones cerebrales implicadas en el aprendizaje y
la memoria. Aunque se ha creido que estas grandes placas provocan la AD, en la actualidad las pruebas indican que
unos pequefos oligdmeros difundibles de AR pueden ser los responsables. Los ligandos difundibles derivados de
amiloides ("amyloid-derived diffusible ligands", ADDL) son una especie de oligémeros de AR que pueden generarse
in vitro con propiedades similares a los oligdmeros de A enddgenos (patentes de EE. UU. n.° 6.218.506; Klein, et
al. (2004), Neurobiol. Aging, 25:569-580; Lambert, et al. (1998), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:6448-6453). Los
oligébmeros de A estan presentes en el cerebro de pacientes con AD, se unen a las neuronas e inducen déficits en
la morfologia neuronal y en la memoria. Estudios realizados con anticuerpos que se unen a oligdmeros de Af han
demostrado una mejora en la morfologia neuronal y en la memoria.

Se conocen ensayos para medir los mondmeros de AB. Por ejemplo, se ha desarrollado un ELISA de "sandwich"
compuesto por un anticuerpo especifico del extremo N-terminal (AB1) (clon 82E1) y anticuerpos especificos de los
extremos C-terminales para AB1-40 (clon 1A10) y AB1-42 (clon 1C3) para detectar AB1-40 y AB1-42 de longitud
completa con una sensibilidad en el intervalo menor de un digito de fmol/ml (equivalente a un unico digito de pg/ml)
sin reactividad cruzada con APP (Horiskoshi, et al. (2004), Biochem. Biophys. Res. Commun., 319:733-737, y
publicacion de patente de EE. UU. n.° 2011/0008339). Otros ensayos han empleado la actividad de las enzimas 3- y
y-secretasa sobre la proteina precursora de amiloides ("amyloid precursor protein”, APP) para detectar mondmeros;
sin embargo, pocos ensayos han detectado de modo especifico y fiable los oligdmeros de AR en una muestra de
fluido humana, tal como fluido cerebroespinal (CSF) en controles normales y en AD (Georganopoulou, et al. (2005),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102:2273-2276; Fukumoto, et al. (2010), FASEB J., 24:2716-2726; Gao, et al. (2010),
PLoS One, 5(12):e15725). Los ensayos de oligobmeros A indicados han empleado una serie de estrategias que
incluyen anticuerpos especificos de ADDL acoplados con una plataforma de amplificacion de PCR de biocddigo de
barras (Georganopoulou, et al. (2005), supra), ELISA de solapamiento de epitopos (Gandy, et al. (2010), Ann.
Neurol., 68:220-230; Xia, et al. (2009), Arch. Neurol., 66:190-199), también junto con una primera cromatografia de
exclusion molecular (Fukomoto, et al. (2010), supra), y métodos de matrices de afinidad por amiloides (Gao, et al.
(2010), supra; Tanghe, et al. (2010), Int. J. Alz. Dis., 2010:417314), seguido por la disociacion de los oligébmeros y la
medicién con anticuerpos contra monémeros de AR.

El documento WO02006055178 se refiere a anticuerpos que reconocen diferencialmente conformaciones
multidimensionales de ligandos difundibles derivados de AB, también conocidos como ADDL. Los anticuerpos de la
invencion pueden distinguir entre extractos de cerebro humano con enfermedad de Alzheimer y cerebro humano
control y son utiles en los métodos para detectar los ADDL y para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer. Los
presentes anticuerpos también bloquean la union de ADDL a neuronas, el ensamblaje de los ADDL, y la
taufosforilacion y, por tanto, son utiles en métodos para prevenir y tratar enfermedades asociadas con oligémeros
solubles de B-amiloides 1-42. El documento WO02007050359 se refiere a anticuerpos que reconocen
diferencialmente conformaciones multidimensionales de ligandos difundibles derivados de A, también conocidos
como ADDL. Los anticuerpos de la invencion pueden distinguir entre extractos de cerebro humano con enfermedad
de Alzheimer y cerebro humano control y son utiles en los métodos para detectar los ADDL y para diagnosticar la
enfermedad de Alzheimer. Los presentes anticuerpos también bloquean la unién de ADDL a neuronas, el
ensamblaje de los ADDL, y la taufosforilacion y, por tanto, son Utiles en métodos para prevenir y tratar enfermedades
asociadas con oligémeros solubles de 3-amiloides 1-42.

También se han detectado oligémeros de AR en CSF (fluido cerebroespinal) o cerebro empleando una electroforesis
en gel, seguida de un analisis de la transferencia Western (Klyubin, et al. (2008), J. Neurosci., 28:4231-4237; Hillen,
et al. (2010), J. Neurosci., 30:10369-10379), o después de una cromatografia de exclusién molecular (Shankar, et al.
(2011), Methods Mol. Biol., 670:33-44), que se basa en el peso molecular de los oligdmeros que se mantienen
después del procedimiento de electroforesis. Sin embargo, las técnicas electroforéticas y de transferencia no
proporcionan la sensibilidad necesaria para observar estas especies en el CSF control normal (Klyubin, et al. (2008),
supra), que muestra un registro en 1000 veces de concentraciones de oligémeros de AR (Georganopoulou, et al.
(2005), supra). Las especies de oligomero de AR representan un amplio intervalo de pesos moleculares vy, asi, la
asignacion a una molaridad precisa resulta problematica. Aunque se ha demostrado un limite inferior de deteccion
de 100 aM (Georganopoulou, et al. (2005), supra), la mayoria de los métodos indicados (Georganopoulou, et al.
(2005), supra; Gao, et al. (2010), supra; Fukumoto, et al. (2010), supra;, Gandy, et al. (2010), supra) no evallan la
selectividad entre las sefales de los oligdmeros de AB, comparadas con los monémeros de A3, de modo que las
concentraciones indicadas deben considerarse con precaucion. Un ensayo (Xia, et al. (2009), Arch. Neurol., 66:190-
199), comercializado por Immunobiological Laboratories, Inc. (Minneapolis, MN) afirma conseguir una selectividad en
320 veces por los dimeros de AB1-16, comparados con el monémero AB40, pero carece de la sensibilidad necesaria
para evitar la reactividad cruzada con el monémero de AB en el CSF. Puesto que la hipotesis es que los oligdbmeros
de AB en el CSF estan presentes a niveles de fM y que los mondmeros de AR en el CSF estan presentes a 1,5-2 nM,
un ensayo que mida selectivamente los oligobmeros de AR en una muestra de CSF debe tener una selectividad
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excepcional por los oligdmeros de AB frente a los monémeros.

Los oligébmeros de AB también se han empleado como diana para anticuerpos monoclonales terapéuticos para tratar
la AD (véase, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.*® 7.811.563, 7.780.963, y 7.731.962). Se cree que estos
anticuerpos acceden al sistema nervioso central (SNC) y eliminan las especies toxicas de ADDL del cerebro a través
de 1) el recambio catalitico mediante activacion mediada por Fc de la microglia, 2) la eliminacion de los complejos de
anticuerpo/ADDL hacia la vasculatura cerebral, o 3) la digestion enzimatica de los ADDL tras la unién de anticuerpos
y un mejor acceso de las enzimas degradativas, tales como neprilisina, enzima degradadora de la insulina, plasmina,
enzimas conversoras de endotelina (ECE-1 y -2), metaloproteinasas de matriz (MMP-2, -3 t -9), y enzima conversora
de angiotensina (ACE). Asi, un objetivo de un ensayo de oligdmeros de AP selectivo es medir el cambio
farmacocinético (PD) en los oligdmeros de A del SNC tras un tratamiento con un anticuerpo antioligébmero u otro
tratamiento que altere la formacién de mondémeros/oligémeros de A o su eliminacién. Ademas, un ensayo que
permita la deteccion especifica de oligdmeros de A unidos a un anticuerpo antioligémeros de A, es decir, un
ensayo de union a la diana ("target engagement"”, TE) seria inestimable para la evaluacion de anticuerpos
terapéuticos después de un tratamiento.

Sumario de la invenciéon

La presente descripcion se dirige a un kit de oligdmeros de AB selectivo y a un método in vitro capaz de detectar, de
modo fiable y sensible, oligdmeros de A en una muestra biolégica, por ejemplo, una muestra de fluido, de un sujeto.
El kit y el método in vitro descrito emplean una pareja de anticuerpos antioligdmeros de AR muy selectivos para
detectar y cuantificar oligdmeros de AB en una muestra biolégica. En particular, el kit y el método in vitro de la
invencion emplean un anticuerpo de captura, tal como se indica en las reivindicaciones; y un anticuerpo de deteccion
que reconoce un epitopo lineal N-terminal del péptido beta-amiloide 1-42 que es 82E1. En algunas realizaciones, la
afinidad del anticuerpo de captura por los oligémeros del beta-amiloide 1-42, comparada con monémeros del beta-
amiloide 1-40 en un ensayo de unién competitiva, es al menos 500:1. En otras realizaciones, la afinidad del
anticuerpo de captura por los oligémeros del beta-amiloide 1-42, comparada con monémeros del beta-amiloide 1-42
en un ensayo de ELISA de "sandwich" es de al menos 500:1 o al menos 1000:1. El anticuerpo de captura es el
anticuerpo 19.3. El anticuerpo de deteccion es 82E1, y puede incluir opcionalmente un marcador. El uso del kit y del
método in vitro, opcionalmente en combinacidon con un medio para concentrar un complejo de antigeno-anticuerpo,
permiter lograr un nivel de deteccion de los oligdmeros del beta-amiloide 1-42 menor que 5 pg/ml o menor que 3
pg/ml. También se describen anticuerpos aislado, o fragmentos de anticuerpos, para su uso en el kit y el método in
vitro de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una representacion grafica que muestra la selectividad de los anticuerpos anti-ADDL que se unen a la
especie de ADDL de oligémeros de AR (barra intermedia de cada conjunto), comparado con mondmeros de AB o
fibrillas de AB. Se muestra la unién con ELISA de un panel de anticuerpos anti-ADDL humanizados (h3B3) y
madurados por afinidad (14.2, 7.2, 11.4, 9.2, 13.1, 17.1, y 19.3) y tres anticuerpos de comparacién (Comp 1, 2, and
3) a AB monomeérico, ADDL y AR fibrilar. Se sabe que el anticuerpo comparativo 2 es un anticuerpo no selectivo para
ADDL. El fondo de este ensayo se determind retirando el anticuerpo de captura del ELISA (no mAb). Las barras de
error representan el error estandar del promedio.

La figura 2 es una representacion grafica de la unién con ELISA del anticuerpo anti-ADDL 19.3 y el anticuerpo 3B3 a
ADDL o monémero de AB (ABR1-40) evaluada con una curva de titulacién de 11 puntos.

La figura 3 es una representacion grafica de la capacidad del anticuerpo anti-ADDL 19.3 y 3B3 para bloquear la
unién de ADDL a células neuronales del hipocampo primarias después de una preincubacién con una concentracion
creciente del anticuerpo. La capacidad del anticuerpo anti-ADDL 19.3 para bloguear la unién de ADDL a neuronas
fue atenuada después de desnaturalizar el anticuerpo con calor. Las barras de error representan el error estandar
del promedio.

La figura 4 es una representacion grafica de la union y la disociacion de anticuerpos anti-ADDL a FcRn humano
inmovilizado cuando se evalian con BIACORE (GE Healthcare, Piscataway, NJ). El sensograma ajustado muestra
la union inicial a pH 6,0 y después la disociacion de los anticuerpos a pH 7,3 desde 180 segundos. Se inserta un
punto indicador (estabilidad) a los 5 segundos después de la unién a pH 6,0 y se calculo el "porcentaje unido" como
RUestabitidad/RUunion (%)

La figura 5A muestra un ELISA unilateral con placas revestidas con oligémeros de AB (triangulos) o mondmeros de
AB (cuadrados), que demuestra las afinidades relativas y las caracteristicas de unién maxima del anticuerpo
humanizado 19.3.

La figura 5B muestra un ELISA competitivo y las afinidades relativas de 19.3 por oligémeros de AB (triangulos) y
monomeros de AR (cuadrados) revestidos sobre una placa de ELISA en presencia de las especies competitivas en
disolucion.

Las figuras 6A-6C son representaciones graficas de la unién con ELISA de ADDL al anticuerpo anti-ADDL 19.3
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(denominado WT en la figura 6A) y dos anticuerpos anti-ADDL derivados de 19.3 (figuras 6B y 6C) después de una
incubacion de hasta un mes a temperaturas variables para evaluar la estabilidad del anticuerpo. Los anticuerpos
anti-ADDL derivados de 19.3 estan compuestos de una Unica sustituciéon de aminoacido de Asn33 dentro del CDR1
de la cadena ligera a Ser33 (N33S; figura 6B) o Thr33 (N33T; figura 6C). La sustitucion de Asn33 por S33 o T33
produce una mejor estabilidad del anticuerpo frente al anticuerpo 19.3 de origen.

Las figuras 7A-7C son representaciones graficas que muestran la sensibilidad de tres parejas de anticuerpos en un
formato de ELISA de "sandwich" empleando la quimioluminiscencia (lector ENVISION Multilabel Reader, Perkin
Elmer, Waltham, MA) como método de deteccion, y sus afinidades relativas por oligdmeros de AB. La figura 7A
muestra el anticuerpo antioligémero de AR 19.3 como anticuerpo de captura, y 82E1 como anticuerpo de deteccion,
a lo largo de un intervalo de concentraciones de oligémeros de AB. Las figuras 7B y 7C muestran 6E10 y 19.3,
respectivamente, como anticuerpos de captura y de deteccion. La pareja de ELISA de "sandwich" 19.3 x 82E1
(figura 7A) fue significativamente mas sensible para detectar los oligdmeros de AB, comparado con las otras parejas
(figuras 7B y 7C).

La figura 8 es una representacion grafica de la sensibilidad y la selectividad para la deteccion de oligdmeros de AR
(cuadrados), comparado con monoémeros de AR (triangulos) empleando los anticuerpos antioligémeros de AR 19.3 y
82E1, segun se mide usando un detector de microparticulas paramagnéticas, tal como el detector digital ERENNA
(SINGULEX, Almeda, CA). El uso del detector de microparticulas paramagnéticas mejora significativamente la
sensibilidad para detectar oligdmeros de AB con la pareja de anticuerpos 19.3/82E1.

Las figuras 9A y 9B son representaciones graficas del ELISA de "sandwich" de oligdmeros de AR, es decir, el ensayo
farmacodinamico (PD), y el ELISA de "sandwich" de oligdmeros de AB/anticuerpo, es decir, el ensayo de union a la
diana, respectivamente.

Las figuras 10A y 10B son representaciones graficas de los niveles de oligdmeros de A3 detectados en muestras de
fluido cerebroespinal (CSF) humano. La figura 10A muestra que los niveles de oligémeros de A fueron cuatro veces
mayores en pacientes con AD, comparado con pacientes de la misma edad control, es decir, sin AD, en una
evaluacion ciega empleando el método in vitro de la presente. Las diferencias fueron estadisticamente significativas
a p < 0,0004, segun se determina empleando un ensayo de la t de dos vias y un analisis de rangos de Mann
Whitney, suponiendo que la poblaciéon no es gaussiana. La figura 10B muestra que los niveles de oligobmeros de A
fueron ocho veces mayores en pacientes con AD, comparado con pacientes mas jovenes control, es decir, sin AD,
en una evaluacion ciega empleando el método in vitro de la presente. Las diferencias también fueron
estadisticamente significativas entre estos grupos empleando el mismo método estadistico que en la figura 10A a un
valor de p < 0,0021.

Las figuras 11A y 11B son representaciones graficas de los niveles de monémeros de AR en el CSF de pacientes
con AD confirmada clinicamente o pacientes jovenes control, es decir, sin AD, con una correspondiente disminucion
en los niveles de monémeros ABR1-42 y unos niveles sin cambios de monémeros ABR1-40 en las muestras de AD.
Esto es representativo del patron general observado para pacientes con AD y confirma el estado de enfermedad de
las muestras evaluadas en la figura 10B. La figura 11A muestra los niveles reducidos del monémero AB1-42 en
muestras de CSF de AD. Las diferencias fueron estadisticamente significativas a p < 0,002, segun se determina
empleando un ensayo de la t de dos vias y un analisis de rangos de Mann Whitney, suponiendo que la poblacién no
es gaussiana. La figura 11B muestra los niveles sin cambios entre los dos grupos de monémeros de AB1-40.

La figura 12 es una representacion grafica de la correlacion entre las puntuaciones del miniexamen del estado
mental ("Mini-Mental State Exam", MMSE) como una medida de la actuacién cognitiva, y los niveles de oligémeros
de AB medidos empleando el ensayo descrito en la presente. Todos los pacientes mostrados en la figura 10B se
incluyeron en esta correlacion. La correlacion a -0,7445 pg/ml de oligdmeros de AB es significativa con p < 0,0001.

La figura 13 es una representacion grafica del PK del anticuerpo anti-ADDL 19.3 evaluado en fluido cerebroespinal
(CSF) de primates (tres monos rhesus macho) empleando un modelo de cisterna magna de rhesus tras la
administracion de una dosis IV en embolada de 20 mg/kg. A aproximadamente 24 horas después de la dosis, el
anticuerpo 19.3 esta presente en el CSF a 100 ng/ml.

Las figuras 14A y 14B son representaciones graficas del ensayo de unién a la diana. La figura 14A es una
representacion de los complejos de anticuerpo antioligdmero de AR 19.3/oligdbmero de AR formados ex vivo con
siembra en CSF humano (circulos) o tampoén de caseina (triangulos). La figura 14B es una representacion de los
complejos de anticuerpo antioligdmero de AR 19.3/oligémero de AB formados ex vivo con siembra en CSF humano
(circulos) o tampodn de caseina (triangulos). Se observé una sensibilidad diferencial en la deteccion de los complejos
de 19.3/oligébmero de AB en un ELISA de union a la diana con anticadena kappa humana (captura) x 82E1
(deteccion). El anticuerpo de captura anti-kappa diferencia muy mal el anticuerpo antioligémero de A 19.3 de las
especies de anticuerpos endégenas en CSF humano.

Descripcion detallada de la invencién

Esta descripcion proporciona un kit y un método in vitro para detectar, de modo fiable y sensible, oligébmeros de A
en una muestra bioldgica, tal como el CSF de un paciente, para su uso en la medicion farmacodinamica y de union a
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la diana de oligémeros de AR. El kit y el método in vitro de la descripcion pueden diferenciar la AD de pacientes sin
AD vy estratificar el estado de enfermedad de AD basandose en los niveles elevados de oligobmeros de AB, por
ejemplo en el SNC de pacientes con AD, de modo similar a los usos previamente indicados de la proporcion en CSF
de tau/Abetad42 (De Meyer, et al. (2010), Arch. Neurol., 67:949-56). Ademas, un ensayo de oligémeros de A que
detecte la mayoria de las especies neurotdxicas puede correlacionarse mejor y ser una mediciéon mas dinamica de
los cambios en la actuacion cognitiva, comparado con la mala correlacion observada para los niveles de monémeros
de AB. Ahora se ha demostrado que un anticuerpo antioligobmeros de AR administrado periféricamente puede
penetrar la barrera hematoencefalica y unirse a oligdmeros de AR y, cuando se emplea en combinacién con el
método in vitro de la presente, puede proporcionar un ensayo de criterio de valoracion sustituto para la evaluacion
de productos terapéuticos para AD.

Para los objetivos de esta invencion, la expresion "oligémeros de AB" se refiere a especies de multimeros de
monoémeros de AB que se producen por autoensamblaje de especies monoméricas. Los oligémeros de AR son
predominantemente multimeros de AB1-42, aunque se han indicado oligémeros de AR de AB1-40. Los oligémeros de
AB pueden incluir una gama dinamica de dimeros, trimeros, tetrameros y especies de orden superior tras la
agregacion de monoémeros de A sintéticos in vitro o tras el aislamiento/extraccion de especies de AR del cerebro
humano o fluidos corporales. Los ADDL son una especie de oligémeros de Ap.

El término "ADDL" o las expresiones "ligandos difundible derivados de B-amiloides” o "ligandos de demencia
derivados de 3-amiloides”, tal como se emplean en la presente, se refieren a una estructura oligomeérica neurotoxica,
soluble, globular, no fibrilar que contiene dos o mas mondmeros de la proteina de AB. Pueden obtenerse estructuras
oligoméricas de orden superior no solo a partir de AB1-42, sino también de cualquier proteina de AB capaz de
formar, de modo estable, estructuras oligoméricas de A no fibrilares solubles, tales como AB1-43 o AB1-40. Véanse
la patente de EE. UU. n.° 6.218.506 y el documento WO 01/10900.

Las expresiones "fibrillas de ABR" o "fibrillas" o "amiloide fibrilar", tal como se emplean en la presente, se refieren a
especies insolubles de AR que se detectan en tejido de cerebro de ser humano y de ratén transgénico debido a su
birrefringencia con tintes, tales como tioflavina S. Las especies de AB que forman estructuras similares a fibras
compuestas por monodmeros de AB incluyen laminas B trenzadas. Se cree que estas especies son precursores
inmediatos de las estructuras de placas amiloides extracelulares que se encuentran en el cerebro de AD.

Las expresiones "monémero ABR1-40" o "mondémero ABR1-42", tal como se emplean en la presente se refieren al
producto directo de la ruptura enzimatica, concretamente, de la actividad aspartico proteasa, por la 3-secretasa y la
y-secretasa sobre el precursor de la proteina amiloide ("amyloid protein precursor”, APP) en un entorno celular o sin
células. La ruptura de APP por la B-secretasa genera la especie de AR que comienza en Asp 1 (numeracién como la
secuencia del péptido de AB después de la ruptura), mientras que la y-secretasa libera el C-terminal de A,
predominantemente en el resto 40 o0 42.

Ahora se ha desarrollado un ensayo muy sensible para detectar y medir los niveles de oligdmeros de AB en una
muestra biolégica, por ejemplo, una muestra de fluido, preferiblemente CSF. El kit y el método in vitro de la
descripcion emplean dos anticuerpos selectivos antioligémeros de AB como anticuerpos de captura y de deteccion
en un ensayo de union competitiva, tal como un ELISA de "sandwich". Las expresiones "anticuerpo de captura” o
"anticuerpo de captura de oligdmeros de AB" o "anticuerpo de captura anti-lgG2 humana", tal como se emplean en la
presente, se refieren a un anticuerpo que se emplea como anticuerpo de captura en los ensayos de la presente. El
anticuerpo de captura, tal como se emplea en la presente, se une a un oligdbmero de AR o a un complejo de
oligémero de AB/anticuerpo que se esta midiendo y/o detectando en una muestra.

Segun el kit y el método in vitro, el anticuerpo de captura es como se indica en las reivindicaciones; y el anticuerpo
de deteccion se caracteriza porque reconoce un epitopo lineal N-terminal del péptido de beta-amiloide 1-42 que es
82E1.

Tal como se conoce en la técnica, un epitopo lineal es un epitopo en el que la secuencia primaria de aminoacidos
incluye el epitopo reconocido. Un epitopo lineal generalmente incluye al menos 3, y de modo mas habitual al menos
5, por ejemplo, aproximadamente 8 a aproximadamente 10 aminoacidos en una secuencia exclusiva. En
realizaciones concretas de esta invencion, el anticuerpo de captura y de deteccidon reconocen ambos un epitopo
lineal en el N-terminal del péptido AB1-42 y este epitopo lineal puede ser el mismo u otro diferente. En ciertas
realizaciones, el epitopo lineal, o cada epitopo lineal, esta localizado dentro de los restos 1-20 del péptido AB1-42, o
en los 10, 11, 12, 15 o 20 restos aminoacidos N-terminales del amiloide B1-42. En realizaciones concretas, un
anticuerpos de la invencién se une especificamente a un epitopo lineal dentro de los restos 1-5, 1-8, 1-10, 1-20, 3-8,
0 3-10 del amiloide B1-42 y este epitopo lineal puede ser el mismo u otro diferente para cada anticuerpo de captura y
de deteccion.

El epitopo lineal de un anticuerpo puede cartografiarse con facilidad generando un conjunto de péptidos de cinco-
diez aminoacidos solapantes de AB1-42, y determinando la unién del anticuerpo al conjunto de péptidos en un
ensayo de uniéon competitiva, tal como un ensayo ELISA. Tras usar dicho ensayo, se ha determinado el epitopo
lineal central de diversos anticuerpos comerciales. Basandose en los analisis presentados en la patente de EE. UU.
n.° 7.780.963 y Horikoshi, et al. (2004), supra, los epitopos lineales de los anticuerpos descritos para ser utilizados
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en la presente se indican en la tabla 1.

Tabla 1
Secuencia del epitopo dentro de AR1-42 SEQ ID NO:

Anticuerpo | Epitopo central

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 7
6E10 5-11 RHDSGYE 8
BAM-10 3-8 EFRHDS 9
4G8 xx-21 EVHHQKLVFFA 10
WO-2 3-8 EFRHDS 9
26D6 3-8 EFRHDS 9
2A10° 3-8 EFRHDS 9
2B4° 3-8 EFRHDS 9
4C2° 3-8 EFRHDS 9
4E2° 3-8 EFRHDS 9
2H4° 1-8 DAEFRHDS 11
20C2° 3-8 EFRHDS 9
2D6? 3-8 EFRHDS 9
5F10° 3-8 EFRHDS 9
1F42 *
1F6° *
2E12° 3-10 EFRHDSGY 12
3B3° *
82E1 1-5 DAEFR 13

La posicién del epitopo central es con respecto a AB1-42. %IigG1, "IgG2b, °lgG2a. *Se calcula que los epitopos estan
localizados en el N-terminal de AB1-42, puesto que pueden unirse al péptido AB1-20.

Se evalud el anticuerpo 19.3 como reactivo de captura potencial para oligdmeros de AB en combinacién con tres
anticuerpos diferentes como anticuerpos de deteccion, 19.3, 7305 (es decir, 20C2, patente de EE. UU. n.°
7.780.963), y 82E1, tras su biotinilacion, en un ensayo ELISA de "sandwich". El 19.3 biotinilado se estudié como
anticuerpo de deteccion y se emparejé con 19.3 como anticuerpo de captura en un ensayo de epitopos solapantes.
La presencia de epitopos solapantes seria indicativa de una construcciéon de AR con muiltiples epitopos, lo cual
sugiere la presencia de un dimero o de oligémeros de AB de orden superior. El ELISA de epitopo solapante de 19.3
x 19.3 tiene un limite de deteccién ("limit of detection", LoD) para oligémeros de AR de 98 pg/ml. Los ELISA de
"sandwich" para la pareja de anticuerpos 19.3 y 82E1 tienen un LoD de 1,3 pg/ml y un limite inferior de cuantificacion
fiable (LLoRQ) de 4,2 pg/ml para oligémeros de AR, y la proporcion de sefial de oligémeros de A/monémeros de AR



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 666 840 T3

es de aproximadamente 1000:1, lo cual demuestra que el ensayo es 1000 veces mas selectivo para oligdmeros de
AB frente al mondmero AB40. Por tanto, aunque los anticuerpos de captura y de deteccion del kit y el método in vitro
de esta descripcién reconocen ambos la porciéon N-terminal de AB1-42, en ciertas realizaciones, el epitopo del
anticuerpo de captura y de deteccion no se solapan o se solapan en menos de 3, 2, o 1 restos aminoacidos.

Para proporcionar especificidad por los oligobmeros de A, realizaciones concretas de esta invencion incluyen el uso
de un anticuerpo de captura que reconoce un epitopo lineal y un epitopo conformacional. Este anticuerpo se
describe en la presente como selectivo o especifico de oligdmeros de AB. Tal como se conoce en la técnica, un
epitopo conformacional es un epitopo en el que la secuencia primaria de los aminoacidos que comprenden el
epitopo no es el Unico componente definitorio del epitopo reconocido. Generalmente, un epitopo conformacional
incluye un nimero mayor de aminoacidos con relacion a un epitopo lineal. Con respecto al reconocimiento de los
epitopos conformacionales, el anticuerpo reconoce una estructura tridimensional del péptido o la proteina. Por
ejemplo, cuando una molécula de proteina se pliega para formar una estructura tridimensional, ciertos aminoacidos
y/o el esqueleto de polipéptido que forma el epitopo conformacional se juxtaponen, permitiendo que el anticuerpo
reconozca el epitopo. Los métodos para determinar la conformacién de epitopos incluyen, pero no se limitan, por
ejemplo, a cristalografia de rayos x, espectroscopia de resonancia magnética nuclear bidimensional y marcaje de
espin dirigido a sitio y espectroscopia de resonancia paramagnética de electrones. Véase, por ejemplo, Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology (1996), vol. 66, Morris (ed.).

Preferiblemente, un anticuerpo de captura que es selectivo para un oligémero de A tiene una afinidad mayor por los
oligébmeros AB1-42 o ADDL que por el monémero AR1-42, el monémero AB1-40, las placas y/o las fibrillas de beta-
amiloides. Tal como se demuestra en la presente, la selectividad puede evaluarse empleando una diversidad de
métodos in vitro que incluyen, pero no se limitan a ensayos de unién competitiva, tales como ensayos de ELISA
unilateral, ELISA de "sandwich" o ELISA competitivo. Empleando estos ensayos (ejemplo 15 y figura 1), se ha
descubierto que una serie de anticuerpos, por ejemplo, h3B3, 14.2, 7.2, 11.4, 13.1, 17.1, 19.3, 20C2, 2A10, 2B4,
2D6, 5F10, 4E2, 4C2, y WO-2, se unen selectivamente a oligémeros frente al monémero 1-40 y las fibrillas de beta-
amiloides. Basandose en este analisis, un anticuerpo se define como especifico para oligdmeros de AB si muestra
una afinidad al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces mayor por oligémeros de A cuando se compara con uno
o0 mas del monémero AB1-42, monodmero AB1-40, placas o fibrillas de beta-amiloides cuando se evalia en un
ensayo convencional, por ejemplo, BIACORE, KINEXA, o ELISA unilateral. En realizaciones concretas, la afinidad
del anticuerpo de captura por oligdmeros AB1-42, comparado con monémeros AB1-40, en un ensayo de unioén
competitiva es de al menos 500:1. En otras realizaciones, la afinidad del anticuerpo de captura por los oligémeros 1-
42 de beta-amiloides, comparado con los mondmeros 1-42 de beta-amiloides, en un ensayo ELISA de "sandwich" es
al menos 500:1, al menos 600:1, al menos 700:1, al menos 800:1, al menos 900:1 o mas preferiblemente al menos
1000:1.

Pueden emplearse variantes del anticuerpo h3B3 (concretamente, 14.2, 7.2, 11.4, 13.1, 17.1, 19.3), o variantes del
anticuerpo 19.3 (concretamente, 19.3 N33S, 19.3 N33T, 19.3 N33A, 19.3 N33E, 19.3 N33D, 19.3 N33S-N35Q, 19.3
N33S-N35S, 19.3 N33S-N35T, 19.3 N33S-N35A, 19.3 N58Q, 19.3 N58S, 19.3 N58T, 19.3N35A) como anticuerpo de
captura en el kit y el método in vitro. Por consiguiente, un anticuerpo de captura del kit y el método in vitro puede
tener una regién variable de cadena ligera con una CDR1 que tiene la secuencia Arg-Ser-Ser-GIn-Ser-lle-Val-His-
Ser-Xaa1-Gly-Xaaz-Thr-Tyr-Leu-Glu (SEQ ID NO:1), en la que Xaa1 es Asn, Ser, Thr, Ala, Asp o Glu, y Xaaz es Asn,
His, GIn, Ser, Thr, Ala, o Asp, una CDR2 que tiene la secuencia Lys-Ala-Ser-Xaa:-Arg-Phe-Ser (SEQ ID NO:2), en la
que Xaai es Asn, Gly, Ser, Thr, o Ala, y una CDR3 que tiene la secuencia Phe-GIn-Gly-Ser-Xaai-Xaaz-Xaas-Xaas-
Xaas (SEQ ID NO:3), en la que Xaas es Arg, Lys o Tyr, Xaa, es Val, Ala, o Leu, Xaas es Pro, His, o Gly, Xaa, es Ala,
Pro, o Val, y Xaas es Ser, Gly, o Phe; y una region variable de cadena pesada con una CDR1 que tiene la secuencia
Gly-Phe-Thr-Phe-Ser-Ser-Phe-Gly-Met-His (SEQ ID NO:4), una CDR2 que tiene la secuencia Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-
Ser-Ser-Thr-lle-Tyr-Tyr-Ala-Asp-Thr-Val-Lys-Gly (SEQ ID NO:5), y una CDR3 que tiene la secuencia Gly-lle-Thr-Thr-
Ala-Leu-Asp-Tyr (SEQ ID NO:6). Por consiguiente, un anticuerpo de captura del kit y el método in vitro puede tener
una region variable de cadena ligera con una CDR1 que tiene la secuencia Arg-Ser-Ser-GIn-Ser-lle-Val-His-Ser-
Xaa1-Gly-Xaax-Thr-Tyr-Leu-Glu (SEQ ID NO:1), en la que Xaa; es Thr, Ala, Asp o Glu, y Xaaz es Asn, His, GIn, Ser,
Thr, Ala, o Asp, o en la que Xaa1 es Asn, Ser, Thr, Ala, Asp o Glu, y Xaa; es Thr, una CDR2 que tiene la secuencia
Lys-Ala-Ser-Xaai-Arg-Phe-Ser (SEQ ID NO:2), en la que Xaa; es Thr, y una CDRS3 que tiene la secuencia Phe-GIn-
Gly-Ser-Xaai-Xaaz-Xaas-Xaas-Xaas (SEQ ID NO:3), en la que Xaa, es Arg, Lys o Tyr, Xaa; es Val, Ala, o Leu, Xaas
es Pro, His, o Gly, Xaa4 es Ala, Pro, o Val, y Xaas es Ser, Gly, o Phe; y una region variable de cadena pesada con
una CDR1 que tiene la secuencia Gly-Phe-Thr-Phe-Ser-Ser-Phe-Gly-Met-His (SEQ ID NO:4), una CDR2 que tiene la
secuencia Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Ser-Ser-Thr-lle-Tyr-Tyr-Ala-Asp-Thr-Val-Lys-Gly (SEQ ID NO:5), y una CDR3 que
tiene la secuencia Gly-lle-Thr-Thr-Ala-Leu-Asp-Tyr (SEQ ID NO:6).

El anticuerpo de captura del kit y el método in vitro puede ser un variante del anticuerpo h3B3 (concretamente, 14.2,
7.2, 11.4, 13.1, 17.1, 19.3). El anticuerpo de captura puede tener una region variable de cadena ligera con una
CDR1 que tiene la secuencia Arg-Ser-Ser-GIn-Ser-lle-Val-His-Ser-Asn-Gly-Asn-Thr-Tyr-Leu-Glu (SEQ ID NO:14),
una CDR2 que tiene la secuencia Lys-Ala-Ser-Asn-Arg-Phe-Ser (SEQ ID NO:15), y una CDR3 de SEQ ID NO:3; y
una region variable de cadena pesada con una CDR1 de SEQ ID NO:4, una CDR2 de SEQ ID NO:5, y una CDR3 de
SEQ ID NO:6.

El anticuerpo de captura del kit y el método in vitro puede ser un variante del anticuerpo 19.3, en el que la CDR1 de

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 666 840 T3

la regidn variable de cadena ligera ha sido mutada (concretamente, 19.3 N33S, 19.3 N33T, 19.3 N33A, 19.3 N33E,
19.3 N33D, 19.3 N33S-N35Q, 19.3 N33S-N35S, 19.3 N33S-N35T, 19.3 N33S-N35A). El anticuerpo de captura
puede presentar una region variable de cadena ligera con una CDR1 de SEQ ID NO:1, una CDR2 de SEQ ID
NO:15, y una CDR3 que tiene la secuencia Phe-GIn-Gly-Ser-Arg-Leu-Gly-Pro-Ser (SEQ ID NO:16); y una region
variable de cadena pesada con una CDR1 de SEQ ID NO:4, una CDR2 de SEQ ID NO:5, y una CDR3 de SEQ ID
NO:6.

El anticuerpo de captura del kit y el método in vitro puede ser un variante del anticuerpo 19.3, en el que la CDR2 de
la regién variable de cadena ligera ha sido mutada (concretamente, 19.3 N58Q, 19.3 N58S, 19.3 N58T, 19.3N35A).
El anticuerpo de captura puede presentar una region variable de cadena ligera con una CDR1 de SEQ ID NO:14,
una CDR2 de SEQ ID NO:2, una CDR3 de SEQ ID NO:16; y una region variable de cadena pesada con una CDR1
de SEQ ID NO:4, una CDR2 de SEQ ID NO:5, y una CDR3 de SEQ ID NO:6.

La CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo de captura puede tener la secuencia Arg-Ser-Ser-GIn-
Ser-lle-Val-His-Ser-Xaa:-Gly-Xaaz-Thr-Tyr-Leu-Glu (SEQ ID NO:1), en la que Xaa; es Thr, Ala, Asp o Glu, y Xaa, es
Asn, His, GIn, Ser, Thr, Ala, o Asp; o en la que Xaas es Asn, Ser, Thr, Ala, Asp o Glu, y Xaa; es Thr. La CDR1 de la
region variable de cadena ligera del anticuerpo de captura puede tener la secuencia Arg-Ser-Ser-GIn-Ser-lle-Val-His-
Ser-Xaa1-Gly-Xaaz-Thr-Tyr-Leu-Glu (SEQ ID NO:1), en la que Xaa4 es Thr, Ala, Asp o Glu, y Xaa, es Thr. La CDR2
de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo de captura puede tener la secuencia Lys-Ala-Ser-Xaai-Arg-
Phe-Ser (SEQ ID NO:2), en la que Xaa; es Thr.

Para facilitar la produccion y potenciar la conservacion y el uso del anticuerpo de captura en el kit y el método in vitro
de esta descripcion, ciertas realizaciones incluyen el uso de un anticuerpo de captura que muestra menos de una
disminucion en 10 numero de veces en la CEsp, en un ensayo basado en ELISA con oligémeros de AB, cuando se
conservan a 40 °C durante 1 mes. Mas preferiblemente, el anticuerpo de captura muestra una disminucién en menos
de 6 veces, 5 veces, 4 veces, 3 veces, o 2 veces en la CEsy cuando se conserva a 40 °C durante 1 mes. La
estabilidad del anticuerpo puede evaluarse como se describe en los ejemplos de la presente. En los ejemplos 7y 9
se proporcionan anticuerpos que tienen dicha estabilidad a temperaturas elevadas.

Aunque el anticuerpo de deteccién reconoce un epitopo lineal localizado en el N-terminal de ABR1-42, dicho
anticuerpo puede o no unirse también a un epitopo conformacional. A este respecto, se han descrito una serie de
anticuerpos que pueden emplearse como anticuerpo de deteccion en el kit y el método in vitro. Tal como se indica
en la tabla 1, uno cualquiera de los anticuerpos 6E10, BAM-10, WO-2, 26D6, 2A10, 2B4, 4C2, 4E2, 2H4, 2D6, 5F10,
1F4, 1F6, 2E12 o 3B3 reconoce un epitopo lineal localizado en el N-terminal de AB1-42 y, por tanto, puede utilizarse
en el kit y el método in vitro. Los anticuerpos 20C2 y 82E1 pueden utilizarse en el kit y el método in vitro. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo de deteccién se une a un epitopo N-terminal de 5 a 10 restos aminoacidos de AB1-42
que tiene la secuencia DAEFR (SEQ ID NO:13). El anticuerpo de deteccion, empleado en el kit y el método in vitro
de la invencién, es 82E1.

Para facilitar la deteccién de un complejo de anticuerpo de captura/oligdmero de Af/anticuerpo de deteccion, ciertas
realizaciones incluyen el uso de un anticuerpo de deteccion marcado. En la técnica se conoce una diversidad de
marcadores y estos pueden adaptarse a la practica de esta invencion. Por ejemplo, se han descrito marcadores
fluorescentes, marcadores luminiscentes y marcadores dispersores de luz (por ejemplo, particulas de oro coloidal).
Véase, por ejemplo, Csaki et al. (2002), Expert. Rev. Mol. Diagn., 2:187-93.

Los marcadores fluorescentes para su uso en esta invencion incluyen, pero no se limitan a fluoréforos hidréfobos
(por ejemplo, ficoeritrina, rodamina, ALEXA FLUOR™ 488, ALEXA FLUOR™ 546 y fluoresceina), proteina
fluorescente verde ("green fluorescent protein", GFP) y sus variantes (por ejemplo, proteina fluorescente cian y
proteina fluorescente amarilla), y puntos cuanticos. Véase, por ejemplo, Haughland (2003), Handbook of Fluorescent
Probes and Research Products, novena edicién o edicion en web, de Molecular Probes, Inc., o The Handbook: A
Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies, décima edicion o edicion en web (2006), de Invitrogen,
para descripciones de fluoréforos que emiten a diversas longitudes de onda diferentes. Para el uso de puntos
cuanticos como marcadores para biomoléculas, véase, por ejemplo, Dubertret, et al. (2002), Science, 298:1759;
Nature Biotech. (2003),21:41-51. En realizaciones concretas, el marcador es un fluoréforo hidréfobo tal como ALEXA
FLUOR™,

Pueden introducirse marcadores en el anticuerpo de detecciéon por medio de técnicas establecidas en la técnica. Por
ejemplo, estan disponibles kits para marcar de modo fluorescente anticuerpos con diversos fluoréforos en Invitrogen
Corp. De modo similar, las sefiales de estos marcadores (por ejemplo, la absorcién y/o la emision fluorescente de un
marcador fluorescente) pueden detectarse mediante las técnicas ejemplificadas en la presente (concretamente, los
sistemas ENVISION™ o ERENNA™, en los que el anticuerpo detector marcado fluorescente no se desacopla del
complejo de ELISA de "sandwich" y posteriormente se detecta) o mediante fundamentalmente cualquier método
conocido en la técnica. Por ejemplo, la deteccion de mudltiples colores, la deteccion de FRET, la polarizacion de
fluorescencia y similares, son muy conocidas en la técnica. Por ejemplo, estan disponibles citmetros de flujo, por
ejemplo, en Becton-Dickinson y Beckman Coulter, y los sistemas LUMINEX 100 y LUMINEX HTS™ estan
disponibles en Luminex Corporation.
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Para potenciar la sensibilidad del kit y del método in vitro de esta invencion por los oligémeros de AB, una realizacion
de esta invencion incluye el uso de un medio o sustrato para concentrar el complejo de antigeno-anticuerpo. Tal
como se demuestra en la presente, se evallua la actuacion de dos parejas de anticuerpos en un sistema de
deteccion de microparticulas paramagnéticas, de modo especifico el sistema ERENNA™ (SINGULEX, Almeda, CA),
que emplea la deteccion de un anticuerpo detector marcado fluorescente que se desacopla del complejo de ELISA
de "sandwich". La actuacion de un ELISA de "sandwich" de 19.3 x 82E1 se mejora, de tal modo que la pareja de
anticuerpos 19.3 x 82E1 permite la deteccion de sefales de oligdmeros de AR en muestras de CSF de AD a niveles
mayores, comparado con muestras control de la misma edad o mas jévenes. De modo mas especifico, el ensayo de
LoD mejora en aproximadamente treinta veces hasta 0,04 pg/ml, mientras que LoRQ mejora en diez veces hasta
0,42 pg/ml. De modo similar, la proporcion de oligémeros de AB/monémeros de AR también mejord hasta 5000:1.
Por tanto, puede emplearse un medio o sustrato para concentrar un complejo de antigeno-anticuerpo para aumentar
la sensibilidad del kit y del método in vitro de esta invencion.

Los sustratos para concentrar complejos de antigeno-anticuerpo son conocidos en la técnica e incluyen, pero no se
limitan a superficies soélidas (por ejemplo, esferas), esferas poliméricas fluorescentes, esferas magnéticas, que
pueden unirse al anticuerpo de captura.

Pueden unirse superficies solidas, tales como esferas, al anticuerpo de captura, de modo que el complejo de
anticuerpo de captura/oligdmero de Af/anticuerpo de deteccién puede concentrarse mediante centrifugacion o
filtracion. Las esferas fluorescentes pueden prepararse, por ejemplo, introduciendo un tinte fluorescente en una
particula polimérica o acoplando covalentemente un tinte fluorescente a una particula polimérica, y uniendo la
particula al anticuerpo de captura. Las microparticulas fluorescentes pueden analizarse de modo manual o mediante
otros métodos conocidos en la técnica, pero preferiblemente empleando una técnica automatica, por ejemplo,
citometria de flujo, tal como se describe en la patente de EE. UU. n.° 4.665.024. La versatilidad de las particulas
fluorescentes puede aumentar mas mediante la incorporacién de multiples materiales fluorescentes en una Unica
particula. Como alternativa, pueden utilizarse particulas magnéticas, que incluyen particulas paramagnéticas y
superparamagnéticas, para concentrar los complejos de antigeno-anticuerpo a través de un campo magnético. Estas
particulas son muy conocidas en la técnica y, ademas de por sus propiedades magnéticas (es decir, magnéticas,
paramagnéticas y superparamagnéticas), pueden clasificarse, por ejemplo, en tres categorias amplias basandose en
su tamafio relativo descendente: marcadores magnéticos en particulas, marcadores magnéticos coloidales, y
marcadores magnéticos moleculares; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.412.359. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo de captura se une a una microparticula magnética como se describe en el método
descrito en la presente.

Empleando el kit y el método in vitro de esta invencion, se ha demostrado que el nivel de deteccion de los
oligdbmeros 1-42 de beta-amiloides es menor que 5 pg/ml. En efecto, empleando dos anticuerpos antioligobmeros de
AB, 19.3 y 82E1, junto con la deteccidon de microparticulas paramagnéticas en un ensayo ELISA de "sandwich", se
ha demostrado que pueden detectarse oligdmeros de AR en una muestra bioldgica hasta un limite de deteccion de
40 fg/ml. Por consiguiente, en algunas realizaciones de esta invencion, el limite de deteccion del kit y del método in
vitro de la invencion es menor que 5 pg/ml, menor que 3 pg/ml, menor que 1 pg/ml, menor que 500 fg/ml, o menor
que 100 fg/ml. En ciertas realizaciones, el limite de deteccion del kit y del método in vitro de la invencion esta en el
intervalo de 40 fg/mly 5 pg/ml.

La expresion "limite de deteccion" o "LoD", tal como se emplea en la presente, se refiere a la sensibilidad de los
ensayos a la concentracion mas baja que puede detectarse por encima de una muestra que es idéntica, excepto por
la ausencia de los oligébmeros de AB. La sefial en ausencia de oligémeros de AB se define como el "fondo." Tal como
se emplea en la presente, el LoD para los oligdmeros de AR se define como = 3 desviaciones estandar por encima
del promedio del fondo. El "limite inferior de cuantificacion fiable" o "LLORQ", tal como se emplea en la presente, se
refiere a la sensibilidad del ensayo en combinacion con el coeficiente de variabilidad para indicar la concentracion
mas baja que puede diferenciarse, de modo fiable y reproducible, del fondo. Este limite generalmente define el
intervalo de trabajo practico del ensayo en el extremo bajo de sensibilidad, y es la concentracion que produce un
coeficiente de variabilidad de < 20% a través de = tres valores medidos.

Aunque se han encontrado oligémeros de AR en muestras bioldgicas, en particular en el CSF (Georganopoulou, et
al. (2005), supra; Klyubin, et al. (2008), supra), los limites asociados con los métodos de deteccidon conocidos (que
incluyen la sensibilidad y la selectividad) han impedido alcanzar este nivel de deteccion fiable, y mucho menos la
cuantificacion de los oligobmeros de AR para poder clasificar el estado de enfermedad del paciente o para desarrollar
productos terapéuticos para AD. Por contraste, empleando el método in vitro de esta descripcion, se demostrd un
aumento muy significativo en los oligémeros de AR en muestras de AD clinicamente confirmadas, comparado con
controles mas jovenes o de la misma edad. Estas mismas muestras se emplearon para medir los niveles de los
monomeros AB1-42 y AB1-40 y se confirmd que, en las muestras de AD, el mondmero ABR1-42 se encontraba
significativamente reducido comparado con los controles, mientras que los niveles del monémero AR1-40
permanecieron sin cambios. El ensayo ELISA de "sandwich" de oligdmeros de AP muestra unas correlaciones
significativas entre la concentracion de oligdmeros de AB y la actuacidon en un ensayo cognitivo ampliamente
utilizado para medir la gravedad de la AD, conocido como miniexamen del estado mental ("Mini-Mental State Exam",
MMSE); cuanto mayor es la puntuacién cognitiva (hasta un valor de 30, que es cognitivamente normal), menor es el
nivel de oligdmero de AB en el CSF. Por consiguiente, en algunas realizaciones de esta invencion, el método in vitro
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y el kit se emplean para confirmar un diagnédstico o para diagnosticar la AD o la gravedad de la AD. Ademas, el kit y
el método in vitro de esta invencién pueden emplearse para identificar pacientes en un estadio temprano de la
enfermedad (es decir, un ensayo de progndstico).

Por tanto, esta invencion también proporciona un método in vifro para detectar oligdmeros de AB. Segun este
método in vitro, se obtiene una muestra biolégica que contiene oligémeros de AR de un animal, preferiblemente un
ser humano; la muestra bioldgica se pone en contacto con un anticuerpo de captura, tal como se describe en la
presente, bajo condiciones suficientes para formar un complejo de anticuerpo de captura/oligobmero de AB; el
complejo de anticuerpo de captura/oligobmero de A3 después se detecta empleando un anticuerpo de deteccion, tal
como se describe en la presente. En otras realizaciones de este método in vitro, una muestra bioldgica procedente
de un animal, preferiblemente de un ser humano, se pone en contacto con un anticuerpo de captura, tal como se
describe en la presente, bajo condiciones suficientes para formar un complejo de anticuerpo de captura/oligémero de
AB; el complejo de anticuerpo de captura/oligbmero de AB después se detecta empleando un anticuerpo de
deteccion, tal como se describe en la presente. Los términos "muestra biolégica" o "muestra de fluido", tal como se
emplean en la presente, se refieren a cualquier tipo de fluido, comparado con un tejido o un vertebrado. Los
ejemplos tipicos que pueden emplearse en los ensayos de la presente son sangre, orina, lagrimas, saliva y fluido
cerebroespinal, que se emplea en una realizaciéon de la invencién. También puede utilizarse el resto de tipos de
fluidos corporales, si estan presentes oligdmeros de AB. Sin embargo, en realizaciones concretas, la muestra
bioldgica es CSF.

Este método in vitro es un ensayo de unién competitiva sensible y selectivo, tal como un ensayo ELISA de
"sandwich", que detecta y cuantifica los oligdmeros de AR enddégenos en muestras bioldgicas, tales como muestras
de CSF procedentes de individuos con AD e individuos control humanos. Aunque la enfermedad de Alzheimer o AD
se describe en concreto en la presente como un trastorno que puede diagnosticarse empleando el kit y el método in
vitro segun las reivindicaciones, el espectro de demencias o el deterioro cognitivo que resulta de la degradacion
neuronal asociada con la formacion de oligdmeros de AB o la formaciéon o el depédsito de placas o madejas
nuerofibrilares de A incluye, pero no se limita a sindrome de Down, demencia de cuerpos de Lewy, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer preclinica, deterioro cognitivo suave debido a la enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Alzheimer de aparicion temprana (EOD), enfermedad de Alzheimer familiar (FAD), deterioro
cognitivo avanzado de la demencia debido a la enfermedad de Alzheimer (Jack, et al. (2011), Alzheimer's Dement.,
7(3):257-262), y enfermedades asociadas con la presencia del alelo ApoE4. Por tanto, el kit y el método in vitro
pueden utilizarse en el diagndstico de una cualquiera de estas enfermedades o trastornos.

La invencion se describira con mas detalle mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1: Preparacion de A

AB1-40 y AB1-42 (péptido 1-40 de B-amiloide, péptido 1-42 de B-amiloide) se obtuvieron en American Peptide Co.
(Sunnyvale, CA).

Preparacion de los monémeros. Para generar preparaciones de monomeros, AB1-40 o AB1-42 se disolvieron en
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para eliminar cualquier estructura secundaria
preexistente que pudiera actuar como "semilla" para la agregacion. El HFIP se retiré mediante evaporacion para
formar una pelicula de péptido AB1-40 o AB1-42. La pelicula de péptido AB1-40 o AB1-42 a temperatura ambiente se
disolvié en 2 ml de tampon borato 25 mM (pH 8,5) por mg de péptido, se dividio en partes alicuotas y se congel6 a -
70 °C hasta su uso.

Preparacion de ADDL. La pelicula de péptido AB42 film (1 mg de AB42 secado desde 100% de disolvente HFIP) se
disolvié en 44 ul de DMSO, a los cuales se le afiadieron 1956 pl de medio F12 frio (GIBCO®, Invitrogen, Carlsbad,
CA) con mezclado suave. La mezcla se incub6 a la temperatura ambiente durante 18 a 24 horas. Las muestras se
centrifugaron a 14.200 g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se trasladé a un tubo nuevo y
se filtr6 a través de una columna de 0,5 ml de tubos de filtro YM-50 (Millipore, Bedford MA; 0,5 ml) mediante
centrifugacion a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. El retenido se recogio invirtiendo el inserto del filtro, se
introdujo en un nuevo tubo de recoleccion y se centrifugé a 4.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. La concentracion de
proteinas se midié antes de la filtracion mediante un ensayo Bradford (BioRad, Hércules, CA) y se indica como yM
(calculado basandose en el peso molecular del monémero de AB (P.m. 4513)). Todas las muestras se conservaron a
-80 °C hasta su uso.

Preparacion de ADDL biotinilados (bADDL). Se prepararon bADDL empleando el mismo método descrito para los
ADDL, con péptido 1-42 de AB biotinilado en el N-terminal (American Peptide, Sunnyvale, CA) como material de
partida.

Preparacion de fibrillas. Las preparaciones de fibrillas se realizaron afiadiendo 2 ml de acido clorhidrico 10 mM por
mg de pelicula de péptido AB1-42. La disolucion se mezclé en un mezclador de vortice a la velocidad mas baja
durante cinco a diez minutos, y la preparacion resultante se conservo a 37 °C durante 18 a 24 horas antes del uso.
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Ejemplo 2: Preparacion de anticuerpos 3B3 madurados por afinidad

Inmunoadsorcién de un banco de anticuerpos humanizados. Se construyé un banco madurado por afinidad del
anticuerpo anti-ADDL humanizado h3B3, (véanse las patentes de EE. UU. n.*® 7.811.563 y 7.780.963), en el que
parte de la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de cadena ligera se sometié a una mutagénesis aleatoria. Para
cubrir la region CDR3 completa, se construyeron dos sub-bancos. Un banco estaba compuesto de la region variable
de cadena pesada de origen y aminoacidos mutados en la mitad izquierda de la CDR3 de cadena ligera, y el otro en
la mitad derecha de la CDR3 de cadena ligera. Se empled una estrategia similar para la mutagénesis aleatoria de
las CDR de cadena pesada con tres sub-bancos.

El 3B3 humanizado se sometié a una maduracién por afinidad empleando métodos conocidos en la técnica. Las
regiones variables de h3B3 se clonaron en un vector de presentacion de Fab (pFab3D). En este vector, las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera se insertaron dentro de marco para que se correspondieran con el dominio
CH1 de la regidn constante y la region constante kappa, respectivamente. En Fab3D, el epitopo myc y seis restos
aminoacidos de histidina consecutivos siguen a la secuencia CH1, que después se une a la proteina de fago plll
para su presentacion. Todas las posiciones en las CDR3 de cadena pesada y ligera se mutagenizaron
aleatoriamente empleando secuencias de oligonucledtidos degenerados incorporadas en los cebadores de PCR.
Para adaptarse al tamario fisico se construyeron los sub-bancos, y cada uno de ellos se centra en 5-6 restos
aminoacidos. Se empled el vector de ADN de h3B3 como ADN molde para amplificar las cadenas pesada vy ligera
con los cebadores de PCR mutados (tabla 2). Después de la amplificaciéon con PCR, los fragmentos de ADN
sintetizados se separaron en un gel de agarosa al 1,3%, los cebadores se retiraron y los fragmentos variables se
digirieron con enzimas de restriccion: sitios de clonacion BsiW| y Xbal para la clonacién de la region variable de
cadena ligera, Xhol y Apal para la clonacion de la regién variable de cadena pesada.

Tabla 2
:Esiggco de maduracién por afinidad Cebador | Secuencia del cebador SEQ ID NO:
Directo tatggcttctagagatgtggtgatg 17

tgcagcecaccgtacgettgatetec
agcttggtgcecctggccaaaggtagg
ggggcacmnnmnnmnnmnnmnngca
gtagtag

18
Bancos de cadena ligera
Inverso

tgcagccaccgtacgecttgateteco
agcttggtgccctggccaaamnnmn 19
nmnnmnnmnngctgccctygg

Directo aggcggccctcgaggaggtgcage 20

agaccgatgggecccttggtggaggo
gctggacacggtcaccagggtgcece

ftggccccamnnmnnmnnmnnmnngg 21
Bancos de cadena pesada tgatgcce
Inverso
agaccgatgggcoecttggtggagge
gctggacacggtcaccagggtgcce
tggccccagtagtccagmnnmnnmn

NMNNMNNCCYgggCcacaqy

22

M= A/C, N = A/C/G/T.

Para construir un banco de maduracion por afinidad en el vector de presentacion de fagos pFab3D, el ADN de
pFab3D-3B3 se digirié con la misma pareja de enzimas de restriccion, se purifico, y los fragmentos de PCR para las
regiones variables de cadena pesada o ligera se acoplaron con ligasa T4 (Invitrogen, Carlsbad, CA) durante la
noche a 16 °C. Los productos del acoplamiento después se transfectaron en células competentes para la
electroporacion TG1 de E. coli (Stratagene, Agilent Technologies, Santa Clara, CA), y partes alicuotas del cultivo
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bacteriano se cultivaron en placas de agar LB-carbenicilina (50 ug/ml) para titular el tamario del banco. Los cultivos
remanentes se cultivaron en una placa grande con carbenicilina y se incubaron a 30 °C durante la noche para
obtener una disolucién madre del banco de E. coli o se infectaron con el fago auxiliar M13K07 (Invitrogen, Carlsbad,
CA; 10" pfu/ml) mediante una incubacion a temperatura ambiente y 37 °C durante diez minutos. Después se afiadié
medio 2TY con carbenicilina (50 pg/ml) y el cultivo se incubd a 37 °C durante una hora con agitacion. Después se
afadié kanamicina (70 pg/ml) y los cultivos se dejaron crecer durante la noche a 30 °C con agitacion. El
sobrenadante del cultivo de fagos se titul6 y se concentré6 mediante precipitacién con PEG (polietilenglicol) al 20%
(en v/v)/NaCl, se resuspendioé en PBS, se esterilizd con un filtro de 0,22 ym, y se formaron partes alicuotas para la
inmunoadsorcién del banco de fagos.

Después se realiz6 la inmunoadsorcion del banco de fagos como se resume en la tabla 3.

Tabla 3
Rondas de inmunoadsorcién Ronda 1 Ronda 2 Ronda 3 Ronda 4
Concentracion de antigeno 180 nM 60 nM 20 nM 10 nM

La entrada de fagos desde los bancos de fagos de presentacion de Fab (100 pl, aproximadamente 10"""? pfu) se

bloqued con 900 pl de disolucion de bloqueo (leche desnatada en polvo al 3% en PBS) para reducir la uniéon no
especifica a la superficie del fago. Se prepararon esferas revestidas con estreptavidina recogiendo 200 pl de la
suspension de esferas en un separador magnético y eliminando los sobrenadantes. Las esferas después se
suspendieron en 1 ml de disolucion de blogueo y se introdujeron en un mezclador rotatorio durante 30 minutos. Para
eliminar el fago de union a estreptavidina no especifico, el banco de fagos bloqueado se mezclé con las esferas
revestidas de estreptavidina bloqueadas y se colocaron en un mezclador rotatorio durante treinta minutos. Las
suspensiones de fagos del proceso de deseleccidon se trasladaron a un nuevo tubo y se afiadieron 200 pl de
antigeno, bADDL al 10%, y se incubd durante dos horas para la union del antigeno y el anticuerpo. Después de la
incubacion, la mezcla se afiadio a las esferas revestidas con estreptavidina bloqueadas y se incubd en un mezclador
rotatorio durante una hora para capturar el complejo de antigeno/anticuerpo sobre las esferas de estreptavidina. Las
esferas con los complejos de bADDL al 10%/fago capturado se lavaron cinco veces con PBS/TWEEN 20 al 0,05% y
después dos veces solo con PBS. Los fagos unidos se eluyeron de bADDL con 200 pyl de TEA 100 mM y se
incubaron durante veinte minutos. El fago eluido después se trasladé a un tubo de 50 ml, se neutralizé con 100 ul de
Tris-HCI 1 M, pH 7,5, y se afiadié a 10 ml de células E. coli TG1 con una DO600 nm de entre 0,6-0,8. Después de
una incubacién a 37 °C con agitacion durante una hora, partes alicuotas del cultivo se cultivaron en placas de agar
LB-carbenicilina (50 ug/ml) para titular el numero de fagos de salida, y el resto de las bacterias se centrifugaron y se
suspendieron en 500 yl de medio 2xYT (Teknova, Hollister, CA), se cultivaron en placas de bioensayo de agar YT
(Teknova, Hollister, CA) que contenian ampicilina 100 pg/ml y glucosa al 1%. Las placas de bioensayo se cultivaron
durante la noche a 30 °C.

Después de cada ronda de inmunoadsorcion se escogieron aleatoriamente colonias individuales para producir fagos
en placas de 96 pocillos. El procedimiento para la preparacion de los fagos en placas de 96 pocillos es similar al
descrito anteriormente, excepto que no se empleo la etapa de precipitacion de fagos. Las placas de cultivo que
contienen las colonias cultivadas en 120 pl de medio 2xYT (16 g de BACTO-triptona, 10 g de BACTO-extracto de
levadura, 5 g de NaCl (todos de BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ), ddH,O hasta 1 I) con ampicilina 100 ug/ml y
glucosa al 0,1% se cultivaron durante la noche en un agitador HIGRO (Genomic Solutions, Ann Arbor, MI) a 30 °C
con agitacion a 450 rpm. Los sobrenadantes de fagos (aproximadamente 100 pl) se emplearon directamente para el
analisis en el ELISA de unién de ADDL. La unién del fago a los ADDL se detect6 con un anticuerpo anti-M13
conjugado con peroxidasa de rabano ("horseradish peroxidase", HRP) (Amersham Bioscience, GE Healthcare,
Waukesha, WI).

Ejemplo 3: Seleccion de anticuerpos 3B3 madurados por afinidad

A partir de la maduracion por afinidad de la cadena ligera, un panel de siete clones (11.4, 17.1, 14.2, 13.1, 19.3, 7.2
y 9.2) mostraron unas potentes actividades de union a ADDL cuando se comparan con h3B3 en un ELISA de
fagos/Fab. La tabla 4 muestra la similitud de aminoacidos de los clones seleccionados a partir del banco de
maduracion por afinidad de la cadena ligera con relacién al anticuerpo de origen, h3B3.
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Tabla 4

Anticuerpo 1,4 171 14,2 13,1 19,3 7,2 9,2 LC de h3B3 humanizado
11.4 - 98 98 96 96 96 97 97

17.1 - - 98 96 97 96 97 97

14.2 - - - 96 97 98 98 98

13.1 - - - - 97 97 97 96

19.3 - - - - - 96 97 96

7.2 - - - - - - 98 96

9.2 - - - - - - - 97

La tabla 5 resume las secuencias de aminoacidos en la CDR3 de la cadena ligera ("light chain", LC) de los clones
seleccionados, comparado con la CDR3 de la cadena ligera del anticuerpo de origen, h3B3.

Tabla 5

Anticuerpo Secuencia CDR3 de LC SEQ ID NO:
h3B3 (de origen) FQGSHVPPT 23
19.3 FQGSRLGPS 16

17.1 FQGSRVPAS 24

14.2 FQGSRVPPG 25

13.1 FQGSKAHPS 26

7.2 FQGSYAPPG 27

9.2 FQGSRAPPF 28
11.4 FQGSRVPVR 29

La tabla 6 proporciona la secuencia de una porcién (posiciones 21-117) de las regiones variables de cadena ligera
(LCVR) para los clones seleccionados y el anticuerpo de origen, h3B3. La CDR3 de clon se muestra en negrita.

13



10

15

20

ES 2 666 840 T3

Tabla 6

Ab Secuencia de LCVR SEQ ID NO:

PASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPQLLIYKASNRESG
h3B3 | VPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGYYYCFQGSHVPPTEGOGT 30
KLEIK

PASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPQLLIYKASNRESG
19.3 VPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY YCFQGSRLGPSEGQGT 31
KLEIK

PASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPQLLIYKASNRESG
17.1 VPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY YCFQGSRVPASEGQGT 32
KLEIK

PASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPQLLIYKASNRESG
14.2 VPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY YCFQGSRVPPGEGQGT 33
KLEIK

PASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPQLLIYKASNRESG
13.1 VPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY YCFQGSKAHPSEGQGT 34
KLEIK

PASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPQLLIYKASNRESG
7.2 VPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY YCFQGSYAPPGEGQGT 35
KLEIK

PASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPQLLIYKASNRESG
9.2 VPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY YCFQGSRAPPFEGQGT 36
KLEIK

PASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGOSPQLLIYKASNRESG
11.4 VPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVY YCFQGSRVPVREGQGT 37
KLEIK

Ejemplo 4: Conversion de IgG de anticuerpos 3B3 madurados por afinidad

Los siete clones de Fab principales (11.4, 17.1, 14.2, 13.1, 19.3, 7.2 y 9.2) se seleccionaron para la conversion de
IgG. Las IgG convertidas se expresaron empleando vectores con una base de plasmido. Los vectores de expresion
se construyeron de modo que todos contenian los componentes necesarios, excepto las regiones variables. En los
vectores basicos, la expresion de las cadenas ligera y pesada es dirigida por el promotor de CMV humano y la sefial
de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina. Para los siete clones seleccionados para la conversion de
IgG, la region variable de cadena pesada se condensé dentro de marco con una region constante de cadena pesada
de 1gG2 humana (SEQ ID NO:38 y 39), mientras que la regién variable de cadena ligera se condensé dentro de
marco con la region constante de cadena ligera kappa (SEQ ID NO:40 y 41). Las secuencias conductoras de cadena
pesada (SEQ ID NO:42 y 43) y ligera (SEQ ID NO:44 y 45), que median en la secrecion de los anticuerpos hacia el
medio de cultivo, también se condensaron dentro de marco con las consiguientes regiones variables. Para los
vectores de expresion de cadena pesada, la region constante puede seleccionarse a partir de una subclase de
isotipo diferente, por ejemplo, IgG1 o IgG2. Entre la secuencia conductora y la region constante, se introducen las
secuencias intergénicas que contienen las secuencias de clonacion para una fusion dentro de marco perfectamente
integrada de la region variable que se va introducir con la secuencia conductora en su extremo 5' y la region
constante en su extremo 3' empleando una estrategia de clonacion IN-FUSION (Clontech, Mountain View, CA). Se
empled el kit de clonacion de PCR IN-FUSION Dry-Down (Clontech, Mountain View, CA) para la amplificacion con
PCR de las regiones variables. El kit de clonaciéon Dry-Down contiene todos los componentes necesarios para la
reaccion de PCR. Se afadieron los cebadores de PCR y los ADN molde. Los vectores de expresion portan oriP del
genoma virico de EBV. La pareja oriP/EBNA1 se emplea a menudo para prolongar la presencia del vector de
expresion dentro de las células transfectadas y se utiliza mucho para la extension de la duracion de la expresion
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(Lindner, et al. (2007), Plasmid, 58:1-12) para la expresién prolongada en células 293EBNA, secuencias bacterianas
para un marcador de seleccién de kanamicina, y un origen de la replicacion en E. coli. Cuando se insertan las
regiones variables, las IgG son directamente expresadas en células de mamifero. Todas las regiones variables de
cadena pesada de la presente se clonaron en un vector de expresion de IgGl (pVI JNSA-BF-HCG1) y las regiones
variables de cadena ligera se clonaron en un correspondiente vector de expresion de kappa o lambda (pVI JNSA-
GS-FB-LCK).

Ejemplo 5: Clonacion y expresion del anticuerpo 3B3 madurado por afinidad

Los siete clones principales (11.4, 17.1, 14.2, 13.1, 19.3, 7.2 y 9.2) se produjeron como anticuerpos monoclonales y
se purificaron para su posterior caracterizacion. El procedimiento de clonacién para los vectores de expresion de
anticuerpos resultantes fue el siguiente. Las regiones variables se amplificaron con PCR, en la que las reacciones de
PCR se realizaron en un volumen de 25 pl que contenia una mezcla maestra de PCR de alta fidelidad, el molde (1
pl), y los cebadores directos e inversos (1 yl de cada uno). Condiciones de la PCR: 1 ciclo de 94 °C, 2 minutos; 25
ciclos de 94 °C, 1,5 minutos; 60 °C, 1,5 minutos; 72 °C, 1,5 minutos, y 72 °C, 7 minutos; 4 °C hasta la retirada. Los
productos de la PCR después se digirieron con Dpnl y se purificaron con el kit de placa QIAQUICK (Qiagen, Venlo,
Paises Bajos). Se reasociaron cien nanogramos de los correspondientes vectores de cadena pesada o de cadena
ligera previamente linealizados con 10 ng del fragmento de PCR con una reaccion IN-FUSION (kit de clonacion IN-
FUSION Dry-Down, Clontech, Mountain View, CA). La mezcla de reaccion se transformé en células XL2 Blue MRF'
competentes y se cultivaron durante la noche en placas de agar que contenian kanamicina 50 pg/ml. Las
construcciones de cadena ligera se digirieron con Hindlll + Notl y las construcciones de cadena pesada se digirieron
con Aspl + Hindlll para comprobar la estructura mediante analisis de restriccion. Las secuencias de ADN de todos
los clones se confirmaron mediante analisis de secuencia.

Las construcciones de ADN de cadena ligera y de cadena pesada con la secuencia confirmada se transfectaron en
células 293 FREESTYLE™ (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células 293 FREESTYLE™ se transfectaron empleando
293 transfectina (Invitrogen, Carlsbad, CA). La monocapa de células EBNA se transfectd utilizando reactivos de
transfeccion a base de polietilenimina. Las células transfectadas se incubaron a 37 °C/5% de CO, durante siete dias
en medio sin suero OPTI-MEM (Invitrogen, Carlsbad, CA). El medio se recogid, se centrifugo, se filtr6 a través de un
sistema de filtracion de 0,22 ym (Millipore, Billerica, MA), y después se concentré6 mediante un filtro de centrifuga
CENTRICON™ (Millipore, Billerica, MA). EI medio concentrado se mezcld 1:1 con tampdn de unién (Pierce, Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL), y después se cargd sobre una columna de proteina A/G preequilibrada (Pierce,
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) o HI-TRAP rProteina A FF (GE Healthcare, Waukesha, WI). La columna
cargada se lavo con tampon de union y se eluyd con tampoén de elucion (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Rockford,
IL). El anticuerpo eluido se neutralizé inmediatamente y se dializd contra tampén PBS durante la noche. El
anticuerpo dializado se concentré con un filtro de centrifuga AMICON (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)
y se determind la concentracion de proteinas a DO280 nm con un coeficiente de extincion de 1,34 mg/ml. El
anticuerpo purificado se analiz6 empleando SDS-PAGE (Invitrogen, Carlsbad, CA), o LABCHIP™ de proteinas
(Caliper LifeSciences, Hopkinton, MA). La SDS-PAGE se realiz6 bajo condiciones no reductoras.

Ejemplo 6: Caracterizacion de los anticuerpos 3B3 madurados por afinidad

ELISA. Los anticuerpos anti-ADDL seleccionados, es decir, los anticuerpos derivados del anticuerpo de origen h3B3,
primero se evaluaron en un ELISA de AP de tres enfoques para evaluar la unién del anticuerpo al monémero de AR,
ADDL, y A fibrilar. La IgG anti-ADDL policlonal (M90/1; Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery, TX) se cultivd en
placa a 0,25 mg/pocillo en tiras IMMULON 3 REMOVAWELL™ (Dynatech Labs, Chantilly, VA) durante 2 horas a
temperatura ambiente, y los pocillos se bloquearon con BSA al 2% en TBS. Se afiadieron las muestras (AR
monomeérico, ADDL, o AR fibrilar) diluidas con BSA al 1% en F12 a los pocillos, se dejé que se unieran durante 2
horas a 4 °C, y se lavaron 3X con BSA/TBS a temperatura ambiente. Los anticuerpos monoclonales diluidos en
BSA/TBS se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente y se detectaron con un kit VECTASTAIN® ABC
contra IgG de ratdn. El marcador de HRP se visualizd con un sustrato de peroxidasa BIO-RAD y se leyé a 405 nm
en un lector de microplacas Dynex™ MRX-TC.

Tal como se muestra en la figura 1, con la excepcion del anticuerpo 9.2, todos los anticuerpos anti-ADDL mostraron
una union preferente a ADDL con relacion a h3B3, los comparadores selectivos (Comp 1 y 3: se unen solo a ADDL)
y no selectivos (Comp 2: se une a todas las formas de AB evaluadas), y un control (sin anticuerpo). El anticuerpo 9.2
muestra poca union a todas las formas de A, lo cual sugiere que su afinidad de union se vio afectada de modo
adverso durante la conversion de IgG y/o la produccién de anticuerpos. En la tabla 7 se presenta un resumen de la
proporcion de la union de los anticuerpos a ADDL:mondmero y ADDL fibrilar en este ensayo.
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Tabla 7

Anticuerpo ADDL:monémero ADDL fibrilar
h3B3 3,2 2,2

14.2 4,2 2,3

7.2 3,2 2,1

11.4 24 2.4

9.2 4,0 0,5

13.1 24 2.0

17.1 3,2 2,1

19.3 25 2,0

Se genero una curva de titulacion total para cada anticuerpo y h3B3 para determinar su afinidad de union por ADDL,
comparado con el monémero de AB. Se afiadieron ADDL biotinilados (50 pmol/pocillo) o monémero AB1-40 (100
pmol/pocillo) a una placa revestida con estreptavidina de alta capacidad (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se incubo
durante dos horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron en PBS con TWEEN al 0,05% (seis veces) y
después con PBS solo (tres veces) antes de bloquear los pocillos con leche en polvo desnatada al 5% en PBS
durante una hora a temperatura ambiente. Los pocillos después se lavaron y se afiadid una dilucién en serie de
muestras de anticuerpo a las placas y se dejé que se uniesen durante dos horas a temperatura ambiente. Después
de la incubacién y de un lavado, se detecté la union del anticuerpo con un anticuerpo secundario anti-Fc-IgG
humana de cabra conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (1:1000; una hora a temperatura ambiente). El
marcador de HRP se visualizé con tetrametilbencidina (Virolabs, Chantilly, VA) como sustrato y se leyé a 450 nm en
un lector de microplacas. Este analisis confirmé que seis de los siete anticuerpos madurados por afinidad mostraron
una unién preferente a ADDL. Véase la figura 2, que compara la union preferente de h3B3 y 19.3 a ADDL frente a
AB1-40 monomérico.

Ensayo de union basado en células. Se ha demostrado que algunos de los anticuerpos anti-ADDL presentan una
union preferente a ADDL, pero no pueden evitar la unién de ADDL a neuronas primarias del hipocampo (Shughrue,
et al. (2010), Neurobiol. Aging, 31:189-202). Para demostrar que los anticuerpos anti-ADDL pueden bloquear la
union de ADDL a neuronas, se realizd un ensayo de union basado en células. Los anticuerpos anti-ADDL se
mezclaron con bADDL 500 nM, con unas concentraciones finales del anticuerpo que varian de 1,8 nM a 450 nM.
Como control, la misma concentracion de anticuerpo desnaturalizado con calor (98 °C durante 30 minutos) se
mezclé con bADDL. Las mezclas de anticuerpo-bADDL se incubaron en tubos de microcentrifuga siliconizados
(Fischer Scientific, Pittsburgh, PA) a 37 °C durante una hora con rotacién constante de extremo a extremo a baja
velocidad. Las mezclas después se aplicaron a cultivos corticales y/o de hipocampo primarios y se incubaron a 37
°C durante una hora. La incubacion terminé retirando el medio de cultivo. Las células se sometieron a tratamientos
de fijacion y postfijacion. Después las células se incubaron con fosfatasa alcalina (AP) conjugada con estreptavidina
a 4 °C durante la noche, se lavaron cinco veces con PBS y se hicieron reaccionar con el sustrato quimioluminiscente
TROPIX CDP-Star (Life Technologies, Carlsbad, CA) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se midi6 la
intensidad de union de bADDL y se registrd con un lector de microplacas ENVISION (PerkinElmer, Waltham, MA).

Los resultados de este estudio demuestran que los anticuerpos anti-ADDL de la presente, de modo especifico el
anticuerpo 19.3, reducen notablemente la union de ADDL a las neuronas (figura 3). Sin embargo, se observé una
marcada reduccion en la actividad del anticuerpo en este ensayo cuando los anticuerpos se desnaturalizaron con
calor (figura 3).

Unién a FcRn in vitro de anticuerpos anti-ADDL. Para caracterizar la capacidad de los anticuerpos anti-ADDL para
unirse y disociar FcRn humana inmovilizada, los siete anticuerpos anti-ADDL variantes de h3B3 se evaluaron en un
ensayo de unién de FcRn BIACORE, un sistema sustituto empleado para evaluar la PK de anticuerpo y predecir la
semivida terminal (t1,2) de anticuerpos en primates no humanos. Brevemente, la proteina FcRn humana purificada se
inmovilizd sobre un chip biodetector BIACORE CM5 y se empleé PBSP (NaPO,4 50 mM, NaCl 150 mM y TWEEN 20
al 0,05% (en v/v)), pH 7,3, como tampo6n de ensayo. Los anticuerpos monoclonales se diluyeron con PBSP, pH 6,0,
hasta 100 nM, se dejé que se unieran a FcRn durante 3 minutos hasta alcanzar el equilibrio y se disociaron en

16



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 666 840 T3

tampon de ensayo a pH 7,3. Se insertd un punto indicador (estabilidad) a los 5 segundos tras finalizar la unién del
anticuerpo y se calcul6 el "porcentaje unido" como RUestabiidgad/RUunisn (%). Este analisis indicd que los anticuerpos
monoclonales (mAb) con idéntica secuencia de Fc, pero diferentes dominios Fab, pueden unirse y disociarse de
FcRn con considerables diferencias.

Se realizé una comparacion de los siete anticuerpos anti-ADDL variantes de h3B3, junto con h3B3, dos anticuerpos
que prefieren ADDL (Comp 1 y 3) y un comparador no selectivo (Comp 2: se une a todas las formas de AB
evaluadas) en el ensayo de unién a FcRn. Se generd un sensograma (figura 4) que muestra la unién inicial del
anticuerpo a pH 6,0 y después la disociacion del anticuerpo a pH 7,3 en 180 segundos. Tal como se muestra en la
figura 4, existe una diferencia apreciable entre h3B3 y los otros anticuerpos ensayados. Mientras que un alto
porcentaje de h3B3 se unié a FcRn, los siete anticuerpos anti-ADDL descritos en la presente, asi como los dos
anticuerpos comparadores, mostraron una unién considerablemente mas baja.

Ejemplo 7: Afinidad de union del anticuerpo anti-ADDL 19.3

El anticuerpo madurado por afinidad 19.3 se selecciond para su posterior caracterizacion. Se determiné la secuencia
de ADN completa y la secuencia de aminoacidos deducida para la regién variable de la cadena ligera. Se realizaron
analisis BIACORE™ (GE Healthcare, Waukesha, WI) y KINEXA™ (Sapidyne, Boise, ID) para determinar la afinidad
de unién del anticuerpo anti-ADDL 19.3 a ADDL y para determinar la selectividad de 19.3 por ADDL frente al
monoémero de AB. Las tecnologias basadas en BIACORE™ y KINEXA™ se emplean mucho para la medicion de la
afinidad de union entre macromoléculas, tales como anticuerpos y dianas de proteinas.

BIACORE™. En la tecnologia de la resonancia de plasmon de superficie ("Surface Plasmon Resonance”, SPR) en la
que basa BIACORE™, las mediciones cuantitativas de la interaccion de unién entre una o mas moléculas dependen
de la inmovilizaciéon de una molécula diana a la superficie de un chip detector. Los compafieros de union a la diana
pueden capturarse a medida que pasan sobre el chip. La SPR detecta cambios en la masa en la capa acuosa
cercana a la superficie del chip detector midiendo los cambios en el indice de refraccién. Cuando las moléculas en la
disolucion de ensayo se unen a una molécula diana, la masa aumenta (ks), y cuando se disocian la masa disminuye
(kq). Este sencillo principio es la base del sensograma, es decir, el control continuo a tiempo real de la asociacion y
la disociacion de las moléculas que interaccionan. El sensograma proporciona informacion cuantitativa a tiempo real
sobre la especificidad de unién, la concentracion activa de moléculas en una muestra, la cinética y la afinidad.

KINEXA™. La tecnologia KINEXA™ (Sapidyne Instruments, Boise, |daho) mide las constantes de unién para
caracterizar los acontecimientos de unién biomoleculares en la fase de disolucion, no los acontecimientos de union
entre una fase de disolucidon y una fase sélida. En disolucion, los acontecimientos de unién alcanzan el equilibrio
después de una incubacién suficiente. Las moléculas no unidas se cuantifican con una titulacion, que refleja la
porcion de moléculas unidas a los compafieros. El método KINEXA no requiere la modificacion de las moléculas que
se estan estudiando. Con KINEXA™, |a reaccién que se esta midiendo se produce entre moléculas no modificadas
en disolucién. Por tanto, se eliminan los problemas con respecto a cémo la modificacion altera las reacciones de
union "nativas”. El método KINEXA permite un mayor intervalo de constantes de unién tan estrecho como 10" M. El
programa informatico de KINEXA realiza el analisis de los datos, que se basan en soluciones exactas a ecuaciones
de unién clasicas (matematica de la Kd), y no aproximaciones de pseudoprimer orden. KINEXA no requiere
manipulaciones de datos arbitrarias ni selecciones de intervalos.

Tal como se muestra en la tabla 8, el anticuerpo 19.3 tiene una afinidad de 4,8 nM por los ADDL, comparado con
una afinidad de 150 nM por el monémero de AB en el ensayo BIACORE™. La selectividad treinta veces mayor del
anticuerpo 19.3 por los ADDL frente al monémero de AR fue muchisimo mejor que la observada para el anticuerpo
de origen, h3B3, que muestra una preferencia de tan solo 10 veces por los ADDL frente al monémero de A.

Tabla 8
Anticuerpo ADDL (nM) AB1-40 (nM) Proporcion (monémero de AR/ADDL)
3B3 10,0 104,6 aproximadamente 10
19.3 4.8 150,0 aproximadamente 31

De modo similar, el anticuerpo 19.3 se evalu6 mediante una medicién de la constante de equilibrio basada en
KINEXA™. Tal como se muestra en la tabla 9, el anticuerpo 19.3 presenta una constante de equilibrio de 2,7 nM,
que representa una preferencia seis veces mayor por la unién a oligémeros de ADDL frente al monémero de AR40
en el mismo ensayo.
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Tabla 9
Anticuerpo ADDL (nM) AB1-40 (nM) Proporcion (monémero de AR/ADDL)
3B3 3,3 45,0 aproximadamente 13,6
19.3 2,7 16,7 aproximadamente 6,2

CEso de 19,3 para los oligbmeros de AB y AB1-40 en un ensayo ELISA unilateral. La CEso representa la union al
oligébmero de AP total semimaxima. Placas de unién para un alto contenido en proteinas se revistieron con AB1-40
100 pmol/pocillo u oligémeros de AR 50 pmol/pocillos en PBS durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las placas se
lavaron cinco veces con PBS + TWEEN 20 al 0,05% y se bloquearon durante la noche con tampén de bloqueo de
caseina (Thermo Scientific, Waltham, MA) y TWEEN 20 al 0,05%. El anticuerpo 19.3 se ensay6 de 0 a 15 pg/ml en
una serie de diluciones en tres veces de 12 puntos. Después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente, las
placas se lavaron y se afiadi6 anti-lgG humana conjugado con fosfatasa alcalina (ThermoScientific, Waltham, MA) a
0,08 pg/ml. Después de una incubacion durante 45 minutos a temperatura ambiente, las placas se lavaron y se
afnadié TROPIX CDP Star (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se detecto la luminiscencia después de 30 minutos
en un lector de placas ENVISION (PerkinElmer, Waltham, MA). Se completaron los ajustes de la curva empleando el
programa informatico GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Este analisis indic6 que el
anticuerpo 19.3 (isotipo 1gG2) presenta una CEsy de aproximadamente 1,6 nM y 4,3 nM para los oligémeros de A y
el monomero AB1-40, respectivamente, en un ensayo ELISA unilateral (figura 5A). En este formato, el anticuerpo
19.3 demuestra una unién maxima aproximadamente tres veces mayor con los oligémeros de A, comparado con el
monomero AB40, mientras que la potencia es aproximadamente 3,7 veces mayor.

Ensayos de unién competitiva con oligémeros de AB y monémeros de AB. Para representar de modo mas preciso
una muestra de CSF in vivo, en la que estarian presentes oligdmeros de AR y mondmeros de AB, se ensayo la
afinidad de 19.3 por oligémeros de AR en presencia del mondmero AB1-40 en un formato de ELISA competitivo.

La placa de ELISA se preparé mediante un primer revestimiento con una preparacion de oligémeros de AB a 50
pmol por pocillo y afiadiendo después el anticuerpo 19.3 a una concentracion final de 2 nM a cada pocillo. Esta
concentracion de 19.3, concretamente, 2 nM, representa la concentracion de CEsp para la unién a oligémeros de AR
determinada en el ELISA unilateral (figura 5A). La adicion del monémero AB1-40 en una curva de titulacion para
eliminar competitivamente el 19.3 de la superficie revestida con el oligémero de AB produjo una CEsg de 5,5 uM. Las
placas revestidas con el monémero AB1-40 se prepararon de la misma manera, empleando 100 pmol/pocillo. El
anticuerpo 19.3 se aplicé a 4 nM a cada pocillo en la matriz de tampdn de bloqueo de caseina y se dejé que
interaccionase con los oligémeros de AR o con AB1-40 durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion. Se
aplicé una curva de concentracion en tres veces de 12 puntos, comenzando en 10 uyM, para los oligdmeros de A o
para AB1-40, a los pocillos que contenian anticuerpo. Para las placas revestidas con los oligdmeros de AB, se
afnadié ABR1-40 a los pocillos; para las placas con AB1-40, se afadieron los oligémeros de AB a los pocillos. Las
placas se incubaron durante una hora y media a temperatura ambiente. Se determiné la deteccién de la union del
anticuerpo residual y los calculos de la CEso como en el ensayo ELISA unilateral.

Este analisis indica que la adicién del mondmero AB1-40 en una curva de titulacién para retirar competitivamente el
19.3 de la superficie revestida con el oligémero de AR produce una CEsp de 5,5 uM (figura 5B). Cuando se emplean
100 pmol por pocillo de mondémero AR1-40 para revestir la placa de ELISA y se emplean oligdmeros de AB para
competir por la unién del anticuerpo, la CEsg es de 8,7 nM. Esto indica que 19.3 tiene una afinidad por los oligdmeros
AB1-42, comparado con los monémeros ABR1-40, de aproximadamente 630:1 en un ensayo de unidon competitiva.
Dicho de otra forma, la concentracion AB1-40 requerida para desplazar 50% de 19.3 de los oligdbmeros de AR es
aproximadamente 600 veces mayor que la concentracion de oligobmeros de AP requerida para desplazar la unién de
19.3 a AB1-40. Se han indicado unas concentraciones de hasta 0,2 pM de oligémeros de AB en el CSF de pacientes
con AD (Georganopoulou, et al. (2005), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102:2273-2276), comparado con 1500 pM del
monomero de AB. Asi, la sensibilidad y la selectividad de 19.3 por los oligémeros de AR indican una utilidad potencial
en un ELISA de "sandwich" para detectar oligémeros de AB por encima de los niveles de fondo del monémero de
AB.

Ensayo ALPHALISA™. La tecnologia ALPHALISA™ (PerkinElmer) es un inmunoensayo basado en esferas
disefiado para la deteccion de analitos en muestras bioldgicas. Este ensayo quimioluminiscente muestra una notable
sensibilidad, un amplio intervalo dinamico y una actuacion robusta, que son mejores que en el ELISA convencional.
Se determind la selectividad y la sensibilidad del anticuerpo 19.3 por los ADDL frente a AR monomérico (AB1-40) en
el ensayo ALPHALISA. Este andlisis indica que una sefial a 0,2 pM de ADDL es mayor que una sefial a 1000 pM de
AB1-40, lo cual indica una selectividad por ADDL frente a AR monomérico de aproximadamente 5000 en este
ensayo.
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Inmunohistoquimica. Los analisis inmunohistoquimicos de tejidos de ratones Tg2576 indican que el anticuerpo 19.3
no se une a placas vasculares, no muestra fundamentalmente unién a placas centrales densas y no elimina placas
en ratones Tg2576.

Ejemplo 8: Caracterizacion biofisica del anticuerpo anti-ADDL 19.3

Se realiz6é una caracterizacion biofisica para evaluar el potencial de formacién de agregados de anticuerpos para
demostrar que los anticuerpos anti-ADDL son estables bajo diversas condiciones. Un anticuerpo anti-ADDL 19.3 se
concentré hasta >50 mg/ml y se colocé en una serie de formulaciones con un pH que varia de 5,0 a 8,0. Se
incubaron dos conjuntos de muestras a 37 °C y a 45 °C durante una semana. Se colocé un tercer conjunto de
muestras a -70 °C para iniciar una serie de cinco ciclos de congelacién/descongelacion. Los analisis de
cromatografia de exclusién molecular indican que las preparaciones de anticuerpos estaban predominantemente
(>95%) en el estado de monémeros, con una pequefia cantidad de dimeros, lo cual es tipico de las preparaciones de
anticuerpos monoclonales. La cantidad de dimeros y oligdmeros de mayor peso molecular no aumenta después del
estrés de temperatura en todos los tampones, y no se observé fragmentacion. Tal como se resume en la tabla 10, el
analisis de la turbidez en el ultravioleta cercano también indica la falta de agregacion. Las muestras estresadas con
congelacion/descongelacion mostraron un aumento en la turbidez dependiente del tampdn, que es comparable a
otros anticuerpos monoclonales. La viscosidad a 50 mg/ml es menor que 2 centipoise. Una calorimetria de barrido
diferencial también revel6 una estabilidad térmica aceptable, con el desplegamiento del Fab a aproximadamente 72
°C y un desplegamiento del dominio CH2 menos estable por encima de 65 °C. Tomado conjuntamente, el anticuerpo
19.3 muestra una estabilidad estructural muy buena.

Tabla 10
Anticuerpo Agregados iniciales (%) Fragmentos iniciales (%)
19.3 2,2 0,0
Control 1 1,6 0,4
Control 2 2,6 0,0

Ejemplo 9: Preparacion de variantes de 19.3

Se realizé una evaluacion de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo 19.3 para identificar sitios de
desamidacion potenciales. Los restos asparagina y acido aspartico presentes en las CDR de los anticuerpos
terapéuticos pueden sufrir una desamidacion y formacion de isoaspartato (Valsak e lonescu (2008), Curr. Pharm.
Biotech., 9:468-481; Aswad, et al. (2000), J. Pharm. Biomed. Anal., 21:1129-1136), cuya formacién puede alterar la
potencia de union de un anticuerpo y, a su vez, reducir la eficacia del anticuerpo para su uso como producto
terapéutico. Por tanto, el resto asparagina en la posicion 33 de la CDR1 de cadena ligera del anticuerpo 19.3 se
altera. Se produjeron variantes del anticuerpo 19.3 (tabla 11) con la sustitucion de serina, treonina o acido glutamico
por la asparagina en la posicion 33 en de la CDR1. También se generd una sustitucion del acido aspartico por la
asparagina en la posiciéon 33 como control.

La mutagénesis de la asparagina en la posicion 33 (N33) de la CDR1 de cadena ligera del anticuerpo 19.3 para
producir N33S, N33T, N33E, o N33D se realizé mediante mutagénesis dirigida especifica de sitio a partir del vector
de expresion de tipo salvaje pVI JASN-GS-19.3-LCK empleando el kit de mutagénesis dirigida especifica de sitio
QUIKCHANGE™ |l XL (Agilent Technologies, La Jolla, CA). El codén AAT para N se muté a AGT para S en 19.3
N33S, ACT para T en 19.3 N33T, GAA para E en 19.3 N33E, o GAT para D en 19.3 N33D. También se generaron
otras mutaciones en la asparagina en la posicion 35 (N35) de CDR1 y se combinaron con la mutacion N33S (tabla
11). Ademas, se prepararon mutaciones en la asparagina en la posicion 58 en la CDR2 del anticuerpo 19.3 (tabla
12). Todos los codones nuevos se confirmaron mediante analisis de secuencia de ADN. Para generar anticuerpos
IgG de longitud completa para estos variantes, los respectivos plasmidos de cadena ligera se aparearon con el
plasmido de cadena pesada cognado, pVIJNSA-19.3-HCG2, para la transfeccion transitoria en células 293
FREESTYLE™ (Invitrogen, Carlsbad, CA). La expresion y los métodos de purificacion se han descrito anteriormente.

La tabla 11 resume la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera de los variantes, comparada con la
CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo de origen, 19.3. Los variantes de 19.3 cuya CDR1 de cadena ligera se
indica en la siguiente tabla 11 y cuyas CDR2 y CDR3 de cadena ligera y todas las cadenas pesadas son como en el
propio 19.3 se describen en la presente.
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Tabla 11

Anticuerpo Secuencia CDR1 de LC SEQ ID NO:
19.3 (de origen) RSSQSIVHSNGNTYLE 14
19.3 N33S RSSQSIVHSSGNTYLE 46
19.3 N33T RSSQSIVHSTGNTYLE 47
19.3 N33A RSSQSIVHSAGNTYLE 48
19.3 N33E RSSQSIVHSEGNTYLE 49
19.3 N33D RSSQSIVHSDGNTYLE 50
19.3 N33S-N35Q RSSQSIVHSSGQTYLE 51
19.3 N33S-N35S RSSQSIVHSSGSTYLE 52
19.3 N33S-N35T RSSQSIVHSSGTTYLE 53
19.3 N33S-N35A RSSQSIVHSSGATYLE 54

La tabla 12 resume la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la cadena ligera de los variantes, comparada con la
CDR2 de la cadena ligera del anticuerpo de origen, 19.3. Los variantes de 19.3 cuya CDR2 de cadena ligera se
indica en la siguiente tabla 12 y cuyas CDR1 y CDR3 de cadena ligera y todas las cadenas pesadas son como en el
propio 19.3 se describen en la presente.

Tabla 12

Anticuerpo Secuencia CDR2 de LC SEQ ID NO:
19.3 (de origen) KASNRFS 15
19.3 N58Q KASQRFS 55
19.3 N58S KASSRFS 56
19.3 N58T KASTRFS 57
19.3 N58A KASARFS 58

Los variantes de 19.3 se evaluaron posteriormente para determinar si las mutaciones tenian algin efecto sobre la
estabilidad del anticuerpo. Se incubaron partes alicuotas de anticuerpos variantes purificados, junto con el
anticuerpo de origen 19.3, bajo diversas condiciones a 4 °C, 25 °C o 40 °C durante un mes antes de someterse a
analisis ELISA. Se revistieron placas de unién para un alto contenido en proteinas (Costar, Corning, Lowell, MA) con
el ligando diana en PBS durante la noche a 4 °C. La concentracién de la proteina de revestimiento era de 50
pmol/pocillo para los ADDL. Los ADDL se generaron como se describe en el ejemplo 1. Al dia siguiente, las placas
se lavaron cinco veces con PBS + TWEEN 20 al 0,05% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) y se bloquearon durante la
noche con tampon de bloqueo de caseina (Thermo Scientific, Waltham, MA) y TWEEN 20 al 0,05%. Se ensayaron
tres anticuerpos representativos, 19.3, 19.3 N33S, y 19.3 N33T, de 15 yg/ml a 0 yg/ml en una serie de dilucién en
tres veces de 12 puntos. Después de dos horas de incubacién a temperatura ambiente, las placas se lavaron y se
afadié anti-lgG humana conjugado con fosfatasa alcalina (ThermoScientific, Waltham, MA) a 0,08 pg/ml. Después
de una incubacion durante 45 minutos a temperatura ambiente, las placas se lavaron y se afiadi6é el sustrato
quimioluminiscente TROPIX CDP-Star (LIFE TECHNOLOGIES, Carlsbad, CA). Se detecté la luminiscencia después
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de 30 minutos en un lector de microplacas ENVISION (PerkinElmer, Waltham, MA). Se completaron los ajustes de la
curva empleando el programa informatico GRAPHPAD PRISM™ (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

Tal como se muestra en las figuras 6B y 6C, los anticuerpos 19.3 N33S y 19.3 N33T presentan una estabilidad de
union potenciada, comparado con el anticuerpo de origen 19.3 (WT, figura 6A) tras una incubacion durante un mes a
temperaturas variables. En la tabla 13 se proporciona un resumen de las CEsy de estos anticuerpos a diversas
temperaturas de incubacion.

Tabla 13
CEso (nM) del anticuerpo
Antigeno Incubacion
19,3 19.3 N33T 19.3 N33S
momento 0 1,1 15,5 7,8
4° 1 mes 1,7 11,6 8,6
bADDL
25°, 1 mes 2,1 15,7 12,8
40°, 1 mes 59 23,5 10,1
momento 0 10,1 3321 55,1
4°, 1 mes 16,3 306,8 59,1
AB1-40
25°, 1 mes 221 ND 24,3
40°, 1 mes 88,8 96,3 29,9

Se determind la CEsp de varios de los variantes de 19.3 y se descubrié que los variantes mantenian la especificidad
por ADDL en un ensayo ELISA (tabla 14).

Tabla 14
Anticuerpo CEso (nM)

ADDL AB1-42
19.3 0,8 18
19.3 N33S 1,7 150
19.3 N33T 3.1 244
19.3 N33D 0,82 28

Todos los anticuerpos eran IgG2.

Ejemplo 10: Anticuerpos que prefieren los oligomeros de AB en un ELISA de "sandwich" selectivo para
oligomeros de AB

En una seleccion de parejas de anticuerpos de captura y deteccion en formato ELISA de "sandwich", la combinacion
de 19.3 como anticuerpo de captura con 7305, un anticuerpo antioligémeros de A (20C2, patente de EE. UU. n.°
7.780.963) o 82E1 (Immunobiological Laboratories (IBL), Inc., Minneapolis, MN) actuaron de modo comparable en
tampodn de bloqueo de caseina en una curva patrén de oligdmero de AB, y cada uno presenta un limite de deteccion
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(LoD) menor que 4 pg/ml (figura 7A). Se ha indicado el uso de un anticuerpo antimonémero de A como anticuerpo
de captura y de detecciéon como un ensayo de oligdmero de AB, aunque no se han indicado niveles absolutos de
sensibilidad o selectividad (6E10/6E10; Gandy, et al. (2010), Ann. Neurol. 68:220-230), o la selectividad estaba por
debajo de la deseada en un ensayo para medir oligomeros de AR en CSF humano (82E1/82E1; Xia, et al. (2009),
Arch. Neurol. 66:190-199).

Para determinar la sensibilidad de 6E10 y 82E1, se emplearon estos anticuerpos en ensayos ELISA de "sandwich".
En este analisis se emplearon anticuerpos idénticos como anticuerpos de captura y de deteccion, concretamente,
6E10/6E10 (figura 7B) y 19.3/19.3 (figura 7C), asi como parejas de ensayo ELISA de "sandwich" usando 19.3 solo
como anticuerpo de captura (figura 7A, con deteccion de 82E1). Este analisis indica que 6E10/6E10 y 19.3/19.3
demuestran ambos una sensibilidad reducida en aproximadamente cien veces comparada con 19.3/7305 o
19.3/82E1.

El ELISA de 19.3/82E1 que emplea la tecnologia de deteccién de luminiscencia (lector de placas ENVISION
Multilabel, PerkinElmer, Waltham, MA) (figura 7A) gener6 un LoD de aproximadamente 1,3 pg/ml. En este formato
de ensayo, el limite inferior de cuantificacion fiable (LLoRQ) del oligémero de AP era de 4,2 pg/ml (con unos
coeficientes de varianza menores que 20% en esta medida inferior) y el ensayo fue aproximadamente 1000 veces
mas selectivo para la sefal de los oligédmeros de AB comparado con los monémeros de AB40. Aunque se empled
este ensayo para evaluar preparaciones de oligdmeros de AR, puede que no sea lo suficientemente sensible para
detectar de modo fiable los niveles de oligdmeros de A en CSF humano a los niveles que sugieren calculos previos
(Georganopoulou, et al. (2005), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102:2273-2276).

Ejemplo 11: ELISA de "sandwich" selectivo de oligoémeros de A con mayor sensibilidad

Se evaluaron las parejas de anticuerpos 19.3 y 7305 (19.3 x 7305) y 19.3 y 82E1 (19.3 x 82E1) en un ELISA de
"sandwich" empleando un sistema de inmunoensayo de deteccion de microparticulas paramagnéticas, el sistema de
inmunoensayo ERENNA (SINGULEX, Almeda, CA), para determinar si puede mejorarse la sensibilidad del ensayo
para la medicion de oligémeros de AB en muestras de fluido de seres humanos y de primates no humanos.

Marcaje del anticuerpo de captura. Se logré la union del anticuerpo de captura a DYNABEADS™ (esferas de
microparticulas (MP)) retirando el sobrenadante de 50 ul de DYNABEADS™ empleando un iman. Las
DYNABEADS™ se resuspendieron en 200 ul de un tampdn de union y lavado de anticuerpos, por ejemplo, tampon
RIPA (Cell Signaling Technologies, Beverly, MA) que contenia 5 pg del anticuerpo de captura. La mezcla se incubd
durante 10 minutos a la temperatura ambiente. El sobrenadante se retir6 del complejo de anticuerpo de
captura/esferas MP con un iman. El complejo se lavé con 200 pl del tampdn de unién y lavado.

Acoplamiento del anticuerpo de captura a DYNABEADS™ (esferas MP). Las esferas MP acopladas al anticuerpo de
captura (5 pg de 19.3/50 ul de complejo de esferas MP) se lavaron dos veces en 200 pl del tampén de conjugacion
(fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,15 M (pH 7-9)), se colocaron sobre un iman y se rechazd el sobrenadante. El
anticuerpo de captura/esferas MP se resuspendieron en 250 ul de disolucion BS3 5 mM
(bis(sulfosuccinimidil)suberato en tampdn de conjugacion). Las esferas resuspendidas se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos con inclinacion/rotacion. La reaccidon de entrecruzamiento se extinguié mediante la
adiciéon de 12,5 pyl de un tampoén de extincion (Tris-HCI 1 M, pH 7,5) y después se incub6 a temperatura ambiente
durante 15 minutos con inclinacién/rotacion. Las esferas MP entrecruzadas se lavaron tres veces con 200 ul de
PBS-T. Las esferas MP se diluyeron hasta 100 ug/ml en tampén de ensayo para su uso en el protocolo de ensayo.

Marcaje del anticuerpo de deteccion. Se acopld ALEXA FLUOR™ 546 (Invitrogen, Carlsbad, CA) al anticuerpo de
deteccion segun el protocolo del fabricante. Brevemente, el anticuerpo de deteccion se diluyd hasta 1 mg/ml y se
afiadié una décima parte de volumen de tampén bicarbonato de sodio 1 M. Esta disolucién de anticuerpo de
deteccion (100 pl) se anadié al vial de tinte ALEXA FLUOR™ 5486, y el vial se cerro, se invirti6 cuidadosamente para
disolver el tinte y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Las columnas se centrifugaron para separar
cualquier marcador fluorescente no marcado del anticuerpo de deteccion, y el anticuerpo se cargé sobre una resina
de purificacion por exclusion molecular fina de componente C (BIOGEL P-30, BioRad, Hércules, CA). Después de
que el gel drenase se afiadieron 100 ul de volumen de reaccion de tinte y anticuerpo de deteccion al centro de la
resina en la parte superior de la columna de centrifugacion y se adsorbieron en el lecho del gel. A la columna se
afadieron lentamente, a temperatura ambiente, 100 yl de un tampdn de elucion (fosfato de potasio 0,01 M, NaCl
0,15 M, pH 7,2, con azida de sodio 0,2 mM). Se afiadié mas tampon de elucion y, a medida que la columna eluye,
esta fue iluminada para visualizar el frente de anticuerpo tefiido/marcado. La primera linea de tinte de la columna es
el anticuerpo marcado. El tinte libre permanecié en el lecho de la columna y se rechazé con la columna de
centrifugacion.

Se realizé6 un ELISA de "sandwich" de oligémeros de AR utilizando una plataforma de inmunoensayo basado en
microparticulas paramagnéticas (sistema de inmunoensayo ERENNA, SINGULEX, Almeda, CA) para determinar los
niveles de oligémeros en muestras de CSF o patrones de oligobmeros de AB. Se prepararon microparticulas (MP)
para la captura uniendo 12,5 pg del anticuerpo de captura por mg de MP. Las MP unidas al anticuerpo de captura se
diluyeron hasta 100 pg/ml en tampon de ensayo (tampén Tris con TRITON X-100 al 1%, d-destiobiotina, albumina de
suero bovina al 0,1%) y se afadieron 100 pl a 100 yL de muestra de CSF o patrones (diluidos en tampén Tris y
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albdmina de suero bovina al 3%), seguido de una incubacién durante dos horas a 25 °C. Las MP fueron retenidas
por medio de un lecho magnético y el material no unido se retird en una Unica etapa de lavado empleando diluyente
de ensayo y usando el lavador de placas THYDROFLEX™ (Tecan, Mannedorf, Suiza). El anticuerpo de deteccion
marcado con ALEXA FLUOR™ se diluy6 hasta una concentracion final de 500 pg/ml y se filtré a través de un filtro
de 0,2 uym (Pall 4187, Fort Washington, NY). El anticuerpo de deteccién se afadié a 20 pl/pocillo de particulas de
muestra individuales. Las placas de ELISA se incubaron durante una hora a 25 °C mientras se agitaba en un
Jitterbug (Boekel, Feasterville, PA). Los pocillos se lavaron cuatro veces con tampoén de ensayo para eliminar
cualquier reactivo de deteccion no unido. Los complejos de MP/anticuerpo de captura/oligémero de AB/anticuerpo de
deteccion se trasladaron a una nueva placa, el tampoén se aspir6 y se afiadieron 10 pl/pocillo de tampon de elucién,
seguido de una incubacién durante 5 minutos a 25 °C mientras se agitaba en un Jitterbug a la velocidad de 5. El
anticuerpo detector marcado con fltor eluido se trasladé a una placa 384 que contenia 10 pl/pocillo de tampén de
neutralizacion y se leyé en un detector de microparticulas paramagnéticas (ERENNA™, SINGULEX™, Alameda,
CA) con un tiempo de lectura de 60 segundos por pocillo.

Aunque se han empleado inmunoensayos de microparticulas paramagnéticas, tales como el sistema de
inmunoensayo ERENNA™, para biomarcadores presentes en una muestra bioldgica en el intervalo nanomolar (nM),
tal como se ha observado para ABR1-40 y AB1-42, previamente no ha sido demostrado que un sistema de
inmunoensayo pueda detectar, de modo especifico y fiable, un biomarcador presente en una muestra de CSF en el
intervalo femtomolar (fM), tal como sucede con los oligémeros de AB. Aunque no se pretenda limitacion alguna por la
teoria, se cree y ha sido demostrado que la especificidad y la sensibilidad de los ensayos de la presente son
atribuibles a la especificidad y la sensibilidad de la pareja de anticuerpos anti-ADDL seleccionados y empleados en
el ELISA de "sandwich". De forma similar, aunque en la presente se emplea el sistema de inmunoensayo
ERENNA™ para ilustrar el ensayo reivindicado, es posible que puedan emplearse otros sistemas de deteccion con
sensibilidades comparables en los métodos in vitro de la invencioén.

El ELISA de "sandwich" de 19.3 x 7305 se realizé empleando el sistema de inmunoensayo ERENNA™ (SINGULEX,
Almeda, CA), acoplando covalentemente el anticuerpo 19.3 a las esferas de microparticulas (MP) de ERENNA™ (en
lo sucesivo "19.3/esferas MP"). El complejo de 19.3/esferas MP después se mezclé con un tampdn que contenia una
curva patrén de oligomero de AR o de AB40 monomérico. El complejo de 19.3/esferas MP/oligémero de AR o AR40
resultante (en lo sucesivo "complejo de oligdmero de AR") se lavd y se unid un anticuerpo de deteccion marcado con
fluorescencia 7305 o 82E1 al complejo de oligdmero de AB. El instrumento ERENNA™, que emplea una tecnologia
de deteccion patentada capaz de contar moléculas individuales (véase la patente de EE. UU. n.° 7.572.640), mide el
anticuerpo de deteccion marcado con fluorescencia tras su liberaciéon del ELISA de "sandwich". Tal como se muestra
en la tabla 15, los datos del ensayo de 19.3 x 7305, empleando una dilucién en dos veces del patron de oligobmero
de AB en tampon, se alinean con una dilucion en dos veces lineal de la sefal fluorescente (promedio de
acontecimientos detectados). Las sefiales generadas por CSF de rhesus puro, o CSF en el que se introduce una
curva patron de oligdmeros de AB, demuestran que la sefal fluorescente atribuida a la unién del anticuerpo 7305
marcado es equivalente en ambos casos, mientras que el ensayo de "sandwich" de 19.3 x 82E1 es capaz de
detectar oligdmeros de A sembrados a lo largo de la curva patrén completa. En el formato de ensayo que emplea
7305 como anticuerpo de deteccion, esto es indicativo de que existe una saturacion del fondo no especifica (de algo
presente en el CSF de rhesus) a lo largo del intervalo de la serie de dilucion del oligdbmero de AB que es suficiente
para detectar oligdmeros de AR en el tampdn solo. Posteriormente, se descubrié que la sefial fluorescente es
idéntica a la de la microparticula desnuda, incluso en ausencia de acoplamiento del anticuerpo 19.3, lo cual también
es coherente con una sefial no especifica debida a reactividad cruzada del anticuerpo 7305.

Tabla 15

Diluyente patron Esperado [ADDL] DE . |DE |CV% Interp [ADD.L] PM, DE |CV% |Recuperacion
pM promedio promedio
5,00 5579 506 | 9 51 0,5 10 103
1,67 1942 |235| 12 1,7 0,2 13 100
0,56 691 152 | 22 0,5 0,1 25 96

Diluyentes patron
0,19 324 43 | 13 0,2 0,1 17 116
0,06 131 34 | 26 0,1 0,1 49 88
0,00 72 28 | 39 ND
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. . Esperado [ADDL] DE o Interp [ADDL] pM, o L
Diluyente patrén oM promedio DE |CV% promedio DE |CV% |Recuperacion
5,00 9097 88 1
1,67 9112 195 2
0,56 8721 166 | 2
CSF de rhesus
mermado
0,19 8785 269 3
0,06 8744 |273| 3
0,00 8678 |519| 6
5,00 10353 237 | 2
1,67 9719 |495| 5
0,56 9902 |546( 6
CSF de rhesus no
mermado
0,19 9971 319 3
0,06 9721 329 3
0,00 10515 (282 | 3

n = 3 para cada experimento.

Como alternativa, el anticuerpo de deteccion 7305 fue reemplazado por 82E1, también acoplado a un marcador
fluorescente, en el ELISA de "sandwich" selectivo de oligémeros de A (figura 9A) revelado empleando el sistema de
inmunoensayo ERENNA™. Al igual que 19.3, se ha indicado que el anticuerpo 82E1, en formatos ELISA, detecta
oligébmeros de A en cerebro AD (Xia, et al. (2009), Arch. Neurol. 66:190-199). Tal como se muestra en la tabla 16,
este ensayo elimina la sefial no especifica en CSF de rhesus puro y mermado en oligémeros de AB, lo cual sugiere
ademas que el anticuerpo 7305 era la fuente de la sefial no especifica. Aunque no se pretenda limitacion alguna por
la teoria, se cree que la alta sefal de fondo observada para la pareja de anticuerpos 19.3/7305 es debida a la uniéon
del fibrindgeno del CSF a las esferas MP, que no habia sido observada para la pareja de anticuerpos 19.3/82E1.
Este ensayo alternativo gener6 un LoD de los patrones de oligémeros de AB a 0,04 pg/ml, un LLoRQ a 0,42 pg/ml, y
una selectividad 5000 veces mayor del ensayo por oligdmeros de AR frente al monémero AB 40 (figura 8).
Basandose en estos descubrimientos, se seleccion6 este formato de ensayo para la posterior caracterizacion.

Tabla 16

Parametro Pareja de anticuerpos 19.3/7305 | Pareja de anticuerpos 19.3/82E1
E)T\?)diente de los acontecimientos detectados 1200 4.000

Fondo 70 100

LoD (pM) 0,01 0,01

LLoRQ (pM) 0,16-0,49 0,12

Reactividad cruzada del monémero AR40 0,02 % 0,04 %

CSF de rhesus mermado (pM) 80 <0,12

CSF de rhesus no mermado (pM) 200 0,35
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Ejemplo 12: Ensayo farmacodinamico (PD)

Utilizando los anteriores descubrimientos, se desarrolld un ELISA de "sandwich" selectivo de oligdmeros de A,
empleando la pareja de anticuerpos 19.3 y 82E1, para detectar y medir los niveles de oligémeros de AB en una
muestra de CSF. Este ensayo se denominara ensayo farmacodinamico (PD) para su uso para evaluar los cambios
en los niveles del analito, es decir, el oligémero de AR, después de un tratamiento para inhibir la produccion, el
aumento en la eliminacion, o cualquier otra modificacion en los niveles de oligdmero de AR (figura 9B). El ensayo de
PD también puede utilizarse para diferenciar pacientes con AD de pacientes sin AD, es decir, como diagnostico,
para controlar el avance de la enfermedad, es decir, como progndstico, o para controlar el potencial terapéutico de
un tratamiento modificador de la enfermedad para cambiar las concentraciones de oligémeros de AB.

El ensayo PD, segun se ha descrito en el ejemplo previo con referencia a la figura 9B, coloca el anticuerpo 19.3
acoplado a una esfera de microparticula (MP) paramagnética (esfera MP/19.3) en un pocillo de una placa de ELISA.
Al pocillo se le afiadié CSF humano o un patrén de oligémero de AB (en una dilucién en serie afiadida a tampén Tris
y albumina de suero bovina). Cualquier oligdmero de AB presente en el pocillo se une al complejo de 19.3/esfera MP
y el exceso de disolucion se lava. Se afiade 82E1 marcado con fluorescencia, como anticuerpo de deteccion, dentro
de un tampdn de ensayo (tampén Tris con TRITON X-100 al 1%, d-destiobiotina, BSA), al complejo lavado de esfera
MP/19.3/oligbmero de AB y se incuba para unir el complejo de oligdmero de AB. El complejo de esfera
MP/19.3/oligbmero de AR/82E1 resultante se lava con un tampén de elucién, y el anticuerpo marcado con
fluorescencia 82E1 se eluye con el anticuerpo no unido. La deteccion con un detector de microparticulas
paramagnéticas, tal como el instrumento ERENNA™ en el que la disolucion fluye y es excitada por un laser, permite
la deteccion de moléculas individuales (el marcador fluorescente emite fotones de una longitud de onda luminica
especifica) para generar y medir una sefial fluorescente, que es equivalente a las moléculas detectadas,
concretamente, el oligobmero de AB. Una curva patrén de oligdmeros de A3, medidos con el instrumento ERENNA™,
comparado con monémeros de AB, se muestra en la figura 8.

Ejemplo 13: Oligémeros de AB en CSF humano

Se empled el ELISA de "sandwich" selectivo de oligémeros de A3 de 19.3 x 82E1 del ejemplo previo para medir los
niveles enddégenos de oligdbmeros de AB en muestras de CSF humano (figuras 10A y 10B). En dos cohortes de
muestras distintas, la sefal fluorescente, generada por la presencia de oligbmeros de AP, aparecia
significativamente elevada en CSF de AD (clinicamente diagnosticado empleando una puntuacion de MMSE por
debajo de 25 como AD probable), comparado con controles sanos de la misma edad o mas joévenes. Los niveles
absolutos de oligémeros de AB observados fueron 2,1 + 0,61 pg/ml en AD (n = 20) y 0,53 + 0,26 pg/ml en el control
de la misma edad (n = 10) en muestras de CSF de Precision Medicine (Solana Beach, CA) con una puntuacion de
ensayo de la t de dos vias de Mann-Whitney de p<0,0004 (figura 10A). Los niveles absolutos de oligémeros de A
observados fueron 1,66 + 0,5 pg/ml en AD (n = 10) y 0,24 + 0,05 pg/ml en el control (n = 10) en muestras de CSF de
Bioreclamation (Hicksville, NY), con una puntuacién de ensayo de la t de dos vias de Mann-Whitney de p<0,0021
(figura 10B). Combinando las dos cohortes, 90% de las muestras de CSF con AD diagnosticado estaban por encima
de un LLoRQ de 0,42 pg/ml, mientras que solo 20% del control de la misma edad o 10% de los controles mas
jovenes se encontraban por encima de este limite. Todos los valores se encontraban por encima de un LoD de 0,04
pg/ml. Los niveles de monémeros AB40 y AB42 se midieron en las muestras de CSF obtenidas de Bioreclamation
(figuras 11A y 11B, respectivamente) y fueron comparables entre AD y CSF control para AR1-40 (figura 11A),
mientras que se eran significativamente reducidos en las muestras de AD para AB1-42 (figura 11B). Esto ha sido
previamente descrito como una caracteristica del CSF de AD (De Meyer, et al. (2010), Arch. Neurol., 67:949-956;
Jack, et al. (2010), Lancet Neurol., 9:119-128) y confirma el diagndstico correcto de estas muestras. Aunque no se
pretenda limitacion alguna por la teoria, se cree que estos niveles menores de AB1-42 en las muestras de CSF de
AD son debidos a la retencién de AB1-42 en los depdsitos amiloides del cerebro con AD. La capacidad para detectar
especificamente y cuantificar estas diferencias observadas sugiere que estos biomarcadores pueden emplearse
como una medicion de diagndstico y de prognéstico para la AD.

Para un ensayo de diagndstico, la sefal, es decir, el nivel de oligémeros de AB, detectada mediante el ensayo de la
presente generalmente seria mayor de tres veces en un paciente con AD (hasta un nivel de >0,5 pg/ml), comparado
con la sefal observada para pacientes sin AD. Esto resulta coherente con los datos mostrados en la figura 10A, en
la que los niveles de los oligémeros de AR en el CSF de AD, comparado con los controles de la misma edad, fueron
cuatro veces mayores, y en la figura 10B, en la que los niveles de los oligdmeros de AR en CSF de AD fueron ocho
veces mayores. Estos datos también apoyan el uso del ensayo de oligdmeros de A de la presente para identificar
pacientes en estadios tempranos de la enfermedad (es decir, un ensayo de progndstico). La edad es el mayor factor
de riesgo para el desarrollo de la AD, y las diferencias observadas entre AD y los controles de la misma edad son
mas pequefias que entre AD y los controles mas jovenes. De modo similar, para un ensayo de prognostico de
oligébmeros de AR, los pacientes que muestran un MMSE menor que 25 presentarian una sefial de oligdmeros de A
detectada de >0,5 pg/ml (de cuatro a ocho veces mayor que los pacientes con un MMSE mayor que 25/normal),
comparado con la sefial detectada para el monémero AB1-42, que es aproximadamente dos veces menor en CSF
de AD comparado con los controles. Empleando una puntuacién de MMSE de 25 como limite de corte (Mungas
(1991), Geriatrics, 46(7):4-58), en la que una puntuacién de MMSE mayor que 25 se considera "sano normal" y una
puntuacion menor se considera con deterioro cognitivo leve o con AD, se esperaria que un nivel de oligémeros de
AB de 20,5 pg/ml fuera indicativa de un paciente con una puntuacién de MMSE menor que 25 (figura 12).
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Ejemplo 14: Ensayo de union a la diana (TE)

Empleando los anteriores descubrimientos, se desarroll6 un ensayo de TE ("target engagement") para medir los
oligébmeros de AR unidos in vivo a un anticuerpo terapéutico (de captura). Como tal, el ensayo de TE puede
emplearse para medir los niveles de oligdmeros de A unidos a un anticuerpo terapéutico para confirmar la unién del
oligébmero de AB al anticuerpo terapéutico. Aunque no se pretenda limitacion alguna por la teoria, se cree que el
nivel de oligémeros de AB unidos a un anticuerpo antioligémeros de AP terapéutico sera menor en las muestras de
CSF procedentes de sujetos que han sido tratados a lo largo del tiempo con dicho anticuerpo terapéutico. Unos
niveles de oligébmeros de AB unidos que aumentan o que permanecen sin cambios después de la administracion
sugieren que el anticuerpo terapéutico no es adecuado para el tratamiento de la AD. Como alternativa, puede darse
el caso de que simplemente secuestrando los oligobmeros de A y uniéndolos al anticuerpo terapéutico, se obtenga
un beneficio en la actuacion aguda, debido a una menor interaccion con las neuronas en el cerebro. Sin embargo,
este beneficio puede no estar asociado con un cambio en los oligdmeros de AB per se. El ensayo de unién a la diana
evalia, como minimo, la capacidad de un anticuerpo terapéutico para unirse a oligdmeros de AB dentro del CSF.

En este ensayo se emplea una pareja de anticuerpo anti-lgG2 humana x anticuerpo 82E1 para detectar y cuantificar
niveles de oligdmeros de AB unidos en una muestra de CSF procedente de un paciente tratado con el anticuerpo
antioligobmeros de AB 19.3 (IgG2), es decir, un anticuerpo terapéutico (figura 9B). Para demostrar la capacidad de
anticuerpos especificos de oligdmeros de AB para unirse a oligdmeros de A en una matriz de CSF humano, se
generaron complejos de 19.3/oligébmeros de AR dentro de CSF humano sembrando el CSF con el anticuerpo
antioligobmeros de AB 19.3 a unos niveles que se cree que estan presentes a las 24 horas en mono rhesus dosificado
por via intravenosa con 20 m/k (100 ng/ml, figura 13). A esta muestra de CSF humano sembrado con 19.3 se le
afiadié una cantidad creciente de patrones de oligdmeros de AR, que es equivalente a las concentraciones de
oligébmeros de A3 enddgenas (0,1-5,0 pg/ml) (figuras 10A y 10B) y que también las aumentan significativamente por
encima de los intervalos normales. Los complejos de 19.3 x oligdmeros de AR formados en el CSF humano se
capturaron sobre placas de ELISA de 96 pocillos revestidos con anticuerpo contra cadena ligera kappa humana o
anticuerpo contra IgG2 humana (ambos de Southern Biotech, Birmingnam, AL) a 0,5 pg por pocillo en tampdn
bicarbonato de sodio a 4 °C (paquete de tampodn carbonato-bicarbonato BupH, Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham MA). Al dia siguiente, los pocillos se lavaron con PBS-T y se bloquearon durante la noche a 4 °C con 200
pl/pocillo de tampoén de caseina en PBS con TWEEN 20 al 0,1% afiadido. El anticuerpo 19.3 se sembré en un
tampon de caseina (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham MA) o CSF humano en tubos de microcentrifuga
(Axygen, Inc., Union City, CA). Los oligdbmeros de AB se sembraron a concentraciones variables para producir una
curva patron, manteniendo constantes los niveles de 19.3. Las muestras se agitaron a 4 °C durante una hora para
permitir la formacién de los complejos de anticuerpo (19.3)/oligémero de AB. Se aplicaron cien pl de muestra/pocillo
a una placa revestida con anti-lgG2 humana o anti-kappa humana (n = 3) y se incub6 durante la noche a 4 °C en un
agitador de placas. Al dia siguiente, las placas se lavaron cinco veces con PBS-T y se afadio biotina-82E1 (IBL,
Minneapolis, MN) a 100 pl/pocillo, diluida 1:5000 en tampo6n de bloqueo de caseina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO), TWEEN 20 al 0,1% durante una hora a temperatura ambiente. Las placas se volvieron a lavar con PBS-T, y se
diluyé neutravidina-AP (ThermoFisher, Waltham, MA) 1:20000 en tampodn de caseina y después se afiadioé durante
30 minutos a temperatura ambiente. A mas lavados con PBS-T le sigui6 la aplicacion de un sustrato luminiscente
TROPIX CDP Star (Applied Biosystems, Foster City, CA) durante 30 minutos. La luminiscencia se cuantificé en un
lector de placas ENVISION (PerkinElmer, Waltham, MA).

El anticuerpo antioligdmeros de AB 19.3 fue suficientemente reconocido por anti-kappa humana y anti-lgG2 humana
en tampon (figuras 14A y 14B, triangulos negros), puesto que el anticuerpo contiene ambas caracteristicas. Tal
como se muestra en la figura 14A (circulos negros, CSF), el ensayo que emplea anti-lgG2 humana como anticuerpo
de captura y 82E1 como anticuerpo de deteccion para detectar y medir el complejo de 19.3/oligémero de Af produjo
una sensibilidad significativamente menor en CSF humano, comparado con el ensayo que emplea anti-kappa
humana como anticuerpo de captura (circulos negros, CSF, figura 14B). Ambos ensayos presentan una sensibilidad
equivalente en tampdén de caseina. El uso de anti-kappa humana para capturar el complejo de 19.3/oligdmero de A
produjo menos sensibilidad, hasta un LoD de 42 pg/ml de oligémero de AR unido a 100 ng/ml de 19.3, quizas debido
a un mayor nivel de fondo de las especies de IgG con una cadena ligera kappa en CSF humano, comparado con las
especies de 1gG2, que produjeron una mayor sensibilidad en el formato de ensayo que emplea un anti-lgG2.
Después de la dosificacion de seres humanos o animales experimentales con 19.3 o un anticuerpo antioligdmeros
de AB de IgG2 relacionado como anticuerpo terapéutico, podria esperarse que el anticuerpo terapéutico estuviese
representado en el CSF a 0,1-0,2% del nivel dosificado (Thompson (2005), Proteins of the Cerebrospinal Fluid,
Elsevier Academic Press, Nueva York, NY). El anticuerpo terapéutico presente en el CSF se unira a oligémeros de
AB disponibles, los complejos de 19.3 (IgG2)/oligdmero de AB serian capturados por el anticuerpo de captura anti-
IgG2 a través de anticuerpo anti-lgG2 humana 19.3, y los complejos de oligobmeros de AR serian detectados con
82E1. La sensibilidad de esta plataforma probablemente puede aumentar empleando un sistema de deteccién de
microparticulas paramagnéticas, tal como el sistema de inmunoensayo ERENNA™ (SINGULEX, Alameda, CA),
utilizado en el ensayo de PD de la presente.

A lo largo del tiempo, tras un tratamiento terapéutico con un anticuerpo antioligémeros de AB, se esperaria que la
sefial detectada para los complejos de 19.3/oligdmeros de AB se redujera (comparado con los niveles de
pretratamiento). La cantidad de oligémero de AB unido, tanto si se mide agudamente para estos complejos como si
se mide a lo largo de un periodo de tratamiento terapéutico, representa la proporcion del anticuerpo terapéutico
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unido a la diana, es decir, los oligdmeros de AB, y puede actuar como sustituto para la eficacia del anticuerpo
terapéutico.

Ejemplo 15: Caracterizacion adicional del anticuerpo

Se empled un ensayo de unidon basado en una disolucidon para determinar la especificidad y la afinidad de
anticuerpos anti-ADDL por diferentes preparaciones de péptidos de beta-amiloides (ADDL, fibrillas, AB1-40, AB1-20).
Se empled un ELISA cuantitativo que era capaz de capturar el intervalo lineal de dosis-respuesta de anticuerpos
monoclonales contra ADDL revestidos sobre placas NUNC. Basandose en esta informacion, se selecciond una
concentracion fija de anticuerpo monoclonal que pueda producir sefiales de DO constantes en un ELISA justo por
encima del ruido del ensayo (lectura de DO450 nm de aproximadamente 0,2 a 0,5). Después el anticuerpo anti-
ADDL a esta concentracion fija se incub6 con diferentes sustratos de péptidos de beta-amiloides (ADDL, fibrillas,
AB1-40, AB1-20) en 20 puntos de titulacion en disolucidon a temperatura ambiente durante la noche para alcanzar el
equilibrio. La cantidad de anticuerpo anti-ADDL libre dentro de la mezcla se determiné al dia siguiente en un ELISA
cuantitativo con una hora de incubacién en placas ELISA normales. La fraccién de anticuerpo anti-ADDL unido se
calculé y se emplearon las correlaciones de anticuerpo anti-ADDL unido a la titulacion de ligando libre (sustratos)
para obtener la Kp, empleando el programa GRAFIT (Erithacus Software, Surrey, UK). Asi, la preferencia de sustrato
de cada anticuerpo por diferentes preparaciones de péptidos beta-amiloides se presenta como valores de afinidad
intrinseca (Kp).

Empleando este formato de ensayo, la interaccion del anticuerpo y el sustrato se produce en fase de disolucién vy,
por tanto, no existe restriccion de ninguna superficie solida. Ademas, se dejé que las interacciones alcanzasen el
equilibrio. Por tanto, la interaccion del anticuerpo anti-ADDL vy el sustrato se produce a concentraciones limitantes de
ambos componentes sin que existan problemas de precipitacion del anticuerpo anti-ADDL o una oligomerizacion de
péptidos de beta-amiloide adicional debido a la alta concentracion experimental. Ademas, la lectura del ensayo es
independiente del antigeno en la disolucion; asi, cualquier heterologia del beta-amiloide en diferentes preparaciones
de péptidos (por ejemplo, ADDL o fibrillas) no interferiria con la interpretacion de los datos y la construccion de
modelos matematicos. La sensibilidad del ensayo se limita a los limites de deteccion del ensayo ELISA, que permite
que este ensayo evalle anticuerpos monoclonales con unos valores de Kp en el intervalo nanomolar.

Se determinaron las cantidades de anticuerpo anti-ADDL libre mediante una curva patréon y se representaron
graficamente frente a titulaciones de diferentes sustratos. Las cantidades de anticuerpo anti-ADDL unido con
diferentes sustratos se representaron graficamente y la informacion se emple6 en GRAFIT para el ajuste de la curva
con modelos matematicos apropiados. El resumen de la Kp, expresada en intervalos nM, para el panel de
anticuerpos monoclonales anti-ADDL se presenta en la tabla 17.

Tabla 17
ADDL Fibrillas AB1-40 AB1-20
Anticuerpo*

Ko EE Ko EE Ko EE Ko EE
20C2 0,92 0,09 3,62 0,47 30,48 5,05 71,35 24,41
2A10 2,29 0,25 6,72 0,99 14,69 2,64 22,40 2,43
2B4 2,09 0,24 10,50 1,26 27,57 4,88 1,63 0,26
2D6 5,05 0,52 14,41 2,40 25,66 5,84 30,17 7,07
5F10 11,90 1,63 28,95 5,78 23,54 6,21 6,10 4,39
4E2 4,26 0,42 9,40 1,60 20,24 2,07 28,40 3,23
4C2 8,08 1,03 19,17 3,69 21,89 4,14 28,40 3,23
1F4 9,24 0,84 12,52 1,66 NC NC NC NC
1F6 N/E N/E N/E N/E N/E N/E N/E N/E
2E12 NC NC NC NC NC NC NC NC
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ADDL Fibrillas AB1-40
Anticuerpo*
Kb EE Kb EE Kb EE

WO-2 0,57 0,042 1,15 0,12 6,15 0,62

*Todos los anticuerpos eran IgG.
Los valores listados en cursiva tiene un SE alto y no se ajustan bien.
NC: datos no concluyentes.

N/E: no ensayado.

Lista de secuencias

<110> Acumen Pharmaceuticals, Inc.
Merck Sharp & Dohme Corp.
Goure, William F.
Gaspar, Renee C.
McCampbell, Alexander
Savage, Mary J.
Shughrue, Paul J.
Wang, Fubao
Wang, Weirong
Wolfe, Abigail L.
Zhang, Ningyan
Zhao, Wei-Qin

<120> ANTICUERPOS, KIT Y METODO PARA DETECTAR BETA-OLIGOMEROS AMILOIDES
<130> API0025WO

<150> PCT/US2011/043866
<151> 13-07-2011

<150> 61/507.332
<151> 13-07-2011

<160> 58
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (10)..(10)

<223> XaaindicaN, S, T, A, Do E; 0 XaaindicaT, A, D, o E.
<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<222> (12)..(12)

<223> XaaindicaN,H, Q, S, T, Ao D; o Xaa indica T.

<400> 1

28

AB1-20
Kb

19,26

EE
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Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Xaa Gly Xaa Thr Tyr Leu Glu

1 5

<210> 2

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220> ,
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (4)..(4)

ES 2 666 840 T3

10

<223> Xaa indicaN, G, S, To A; 0 Xaa indica T.

<400> 2

Lys Ala Ser Xaa Arg Phe Ser

1 5

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

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

<223> XaaindicaR, KoY.

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (6)..(6)

<223> Xaa indica V, Ao L.

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (7)..(7)

<223> Xaa indica P, Ho G.

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (8)..(8)

<223> Xaaindica A,Po V.

<220>

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

<223> Xaaindica S, Go F.

<400> 3

Phe Gln Gly Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5

<210> 4

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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<400> 4

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Gly Met His
1 5 10

<210>5

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 5

Tyr Ile Ser Arg Gly Ser Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Thr Val Lys
15

1 5 10

Gly

<210> 6

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 6

Gly Ile Thr Thr Ala Leu Asp Tyr
1 5

<210>7

<211>42

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys

1 5 10

Leu Val Fhe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile

20 25 30

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala

35 40
<210> 8
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 8
Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu
1 5
<210>9

30

15
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<211>6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 9

Glu Phe Arg His Asp Ser
1 5

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 10

Glu val His His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala
1 5 10

<210> 11

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 11

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser
1 5

<210> 12

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr
1 5

<210> 13

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13

Asp Ala Glu Phe Arg
1 5

<210> 14

<211> 16
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 14

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

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 15

Lys Ala Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 16

Phe Gln Gly Ser Arg Leu Gly Pro Ser
1 5

<210> 17

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 17
tatggcttct agagatgtgg tgatg 25

<210> 18

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (59)..(60)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (62)..(63)
<223>nesa,c,g,ot
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<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (65)..(66)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (68)..(69)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (71)..(72)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 18

tgcageccace gtacgcttga tctcoccagett gogtgeccctgg ccaaaggtgg ggggcacmnn

mnnmnnmnnm nngcagtagt ag

<210> 19

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (47)..(48)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (50)..(51)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (53)..(54)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (56)..(57)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (59)..(60)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 19

tgcagccacc gtacgcttga tctccagett ggtgeoccctgg ccaaamnnmn NIMNNMNNMNN

gctgecectgg

<210> 20

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético

<400> 20

aggcggccct cgaggaggtg cagc

<210> 21

<211> 83

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (60)..(61)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (63)..(64)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (66)..(67)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (69)..(70)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (72)..(73)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 21

agaccgatgg gcccttggtg gaggegotgg acacggtcac cagggtgecc tggccccamn

nmnnmnnmnn mnnggtgatg cec

<210> 22

<211> 92

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (69)..(70)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (72)..(73)
<223>nesa,c,g,ot

<220> ,
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (75)..(76)
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<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (78)..(79)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (81)..(82)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 22

agaccgatgg gceocttggtg gaggeogetgg acacggtcac cagggtgecc tggceccccagt

agtccagmnn mnnmnnmnnm nnccgggcac ag

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 23

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Pro Thr
1 5

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 24

Phe Gln Gly Ser Arg Val Pro Ala Ser
1 5

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 25

Phe Gln Gly Ser Arg Val Pro Pro Gly
1 5

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 26
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Phe Gln Gly Ser Lys Ala His Pro Ser
1 5

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 27

Phe Gln Gly Ser Tyr Ala Pro Pro Gly
1 5

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 28

Phe Gln Gly Ser Arg Ala Pro Pro Phe
1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 29

Phe Gln Gly Ser Arg Val Pro Val Arg
1 5

<210> 30

<211>95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 30
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Pro Ala Ser Ile Ser

Gly Asn Thr Tyr Leu
20

Gln Leu Leu Tle Tyr
35

Arg Phe Ser Gly Ser

Arg Val Glu Ala Glu

65

His val Pro Pro Thr
85

<210> 31

<211> 95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 31

Pro Ala Ser Ile Ser
1 5

Gly Asn Thr Tyr Leu
20

Gln Leu Leu Tle Tyr

Arg Phe Ser Gly Ser
50

Arg Val Glu Ala Glu

65

Arg Leu Gly Pro Ser
85

<210> 32

<211>95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 32

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

70

Phe

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

70

Phe

Arg

Trp

Ala

Ser

val

Gly

Arg

Trp

Ala

Ser

55

val

Gly

Ser

Tyr

Ser

40

Gly

Gly

Gln

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

ES 2 666 840 T3

Ser

Leu

25

Asn

Thr

val

Gly

Ser

Leu

25

Asn

Thr

val

Gly

Gln

10

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr
90

Gln

10

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr
90

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

75

Lys

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

75

Lys

Ile

Pro

Ser

Thr

&0

Cys

Leu

Ile

Pro

Ser

Thr

&0

Cys

Leu

37

val

Gly

Gly

45

Leu

Phe

Glu

val

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu

Hisg

Gln

30

val

Lys

Gln

Ile

Hisg

Gln

30

val

Lys

Gln

Ile

Ser

15

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys
95

Ser

15

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys
95

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser

80

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser

80



10

15

20

Pro Ala Ser Ile Ser

Gly Asn Thr Tyr Leu
20

Gln Leu Leu Tle Tyr
35

Arg Phe Ser Gly Ser

Arg Val Glu Ala Glu

65

Arg Val Pro Ala Ser
85

<210> 33

<211>95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 33

Pro Ala Ser Ile Ser
1 5

Gly Asn Thr Tyr Leu
20

Gln Leu Leu Tle Tyr

Arg Phe Ser Gly Ser
50

Arg Val Glu Ala Glu

65

Arg Val Pro Pro Gly
85

<210> 34

<211>95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 34

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

Phe

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

70

Phe

Arg

Trp

Ala

Ser

val

Gly

Arg

Trp

Ala

Ser

55

val

Gly

Ser

Tyr

Ser

40

Gly

Gly

Gln

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

ES 2 666 840 T3

Ser

Leu

25

Asn

Thr

val

Gly

Ser

Leu

25

Asn

Thr

val

Gly

Gln

10

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr
90

Gln

10

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr
90

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

75

Lys

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

75

Lys

Ile

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

Ile

Pro

Ser

Thr

&0

Cys

Leu

38

val

Gly

Gly

45

Leu

Phe

Glu

val

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu

Hisg

Gln

30

val

Lys

Gln

Ile

Hisg

Gln

30

val

Lys

Gln

Ile

Ser

15

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys
95

Ser

15

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys
95

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser
80

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser



10

15

20

Pro Ala Ser Ile Ser

Gly Asn Thr Tyr Leu
20

Gln Leu Leu Tle Tyr
35

Arg Phe Ser Gly Ser

Arg Val Glu Ala Glu

65

Lys Ala His Pro Ser
85

<210> 35

<211>95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 35

Pro Ala Ser Ile Ser
1 5

Gly Asn Thr Tyr Leu
20

Gln Leu Leu Tle Tyr

Arg Phe Ser Gly Ser
50

Arg Val Glu Ala Glu

65

Tyr Ala Pro Pro Gly
85

<210> 36

<211>95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 36

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

Phe

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

70

Phe

Arg

Trp

Ala

Ser

val

Gly

Arg

Trp

Ala

Ser

55

val

Gly

Ser

Tyr

Ser

40

Gly

Gly

Gln

Ser

Tyr

Ser

40

Gly

Gly

Gln

ES 2 666 840 T3

Ser

Leu

25

Asn

Thr

val

Gly

Ser

Leu

25

Asn

Thr

val

Gly

Gln

10

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr
90

Gln

10

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr
90

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

75

Lys

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

75

Lys

Ile

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

Ile

Pro

Ser

Thr

60

Cys

Leu

39

val

Gly

Gly

45

Leu

Phe

Glu

val

Gly

Gly

45

Leu

Phe

Glu

Hisg

Gln

30

val

Lys

Gln

Ile

Hisg

Gln

30

val

Lys

Gln

Ile

Ser

15

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys
95

Ser

15

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys
95

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser
80

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser
80



10

15

20

25

Pro Ala Ser Ile Ser Cys

Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
20

Gln Leu Leu Tle Tyr Lys
35

Arg Phe Ser Gly Ser Gly
50

Arg Val Glu Ala Glu Asp

65 70

Arg Ala Proc Pro Phe Phe

85

<210> 37

<211>95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 37

Pro Ala Ser Ile Ser Cys
1 5

Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
20

Gln Leu Leu Ile Tyr Lys

Arg Phe Ser Gly Ser Gly
50

Arg Val Glu Ala Glu Asp

65 70

Arg Val Pro val Arg Phe

85

<210> 38

<211> 981

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 38

Arg

Trp

Ala

Ser

55

Val

Gly

Arg

Trp

Ala

Ser

55

val

Gly

Ser

Tyr

Ser

40

Gly

Gly

Gln

Ser

Tyr

Ser

40

Gly

Gly

Gln

ES 2 666 840 T3

Ser

Leu

25

Asn

Thr

Val

Gly

Ser

Leu

25

Asn

Thr

val

Gly

Gln

10

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr
90

Gln

10

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr
90

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr
75

Lys

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

75

Lys

Ile

Pro

Ser

Thr

60

Cys

Leu

Ile

Pro

Ser

Thr

&0

Cys

Leu

40

val

Gly

Gly

45

Leu

Phe

Glu

val

Gly

Gly

45

Leu

Phe

Glu

Hisg

Gln

30

Val

Lys

Gln

Ile

Hisg

Gln

30

val

Lys

Gln

Ile

Ser

15

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys
95

Ser

15

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys
95

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser
80

Asn

Pro

Asgp

Ser

Ser
80



10

gcatccacca
agcacagccyg
tggaactctg
ggcectgtact
tacacatgca
aagtgctgtg
ctgttecece
gtggtggtag
gtggaggtge
gtggtgtcty
aaggtgtcca
cageeceggy
caggtgtcce
gagtccaatg
ggctcettcet
gtgttetcet

tccetgtece

<210> 39
<211> 326
<212> PRT

agggcocecato
ccctgggetyg
gcgecctgac
ccctgtecte
atgtggacca
tggagtgcce
ccaagcccaa
acgtgtceca
acaatgccaa
tgetgacagt
acaagggect
agcccocaggt
tgacctgect
gccagcctga
tcectgtacte

gctcectgtgat

ctggcaagtyg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 39

cgtettecee
cetggtcaag
ctetggegtg
tgtggtgaca
caagccatce
cccatgeect
ggacaccctg
tgaggaccct
gaccaagccc
ggtgcaccag
goctgeeoeee
gtacaccetg
ggtgaaggge
gaacaactac
caagctgaca
gcatgaggce

a

ES 2 666 840 T3

ctggcgeect
gactacttce
cacaccttee
gtgccatcct
aacaccaagg
gccoceectg
atgatctecee
gaggtgecagt
cgggaggage
gactggetga
atcgagaaga
cccccateee
ttctacccat
aagaccaccc
gtggacaagt

ctgcacaacc

gcteccaggag
ccgaacoeggt
ctgectgtget
ccaacttegg
tggacaagac
tggctggece
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacte
atggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
ccgacattgce
cccececatget
ccecggtggea

actacaccca

41

cacctecegag
gacggtgtce
gcaatcectct
cacccagacc
agtggagcgy
atctgtgtte
ggtgacctgt
tgtggatgge
caccttoegyg
gtacaagtge
gaccaagggc
gaccaagaac
tgtggagtgg
ggactctgat
gcagggcaat

gaagtcecetg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

981



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

Ser

Thr

Pro

Vval

50

Ser

Thr

val

Val

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala
115

Lys

Glu

20

Pro

Thr

val

Asn

Arg

100

Gly

Gly

Ser

val

Phe

val

val

85

Lys

Pro

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

val

val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Val

Phe
120

ES 2 666 840 T3

Phe

Leu
25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

105

Leu

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

30

Cys

Phe

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Ala

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

42

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys
125

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

85

Ala

Lys

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp



10

Thr Leu Met Ile
130

Val Ser His Glu
145

Val Glu Val His

Ser Thr Phe Arg
180

Leu Asn Gly Lys
195

Ala Pro Ile Glu
210

Pro Gln Val Tyr
225

Gln vVal Ser Leu

Ala Val Glu Trp
260

Thr Pro Pro Met
275

Leu Thr val Asp
290

Ser Val Met His
305

Ser Leu Ser Pro

<210> 40
<211> 324
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

Arg

Pro

150

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

<223> Polinucledtido sintético

<400> 40

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Pro

val

Thr

Val

Cys

200

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

280

Trp

His

ES 2 666 840 T3

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Gln

Asn

vVal

Phe

Pro

170

Thr

val

Thr

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

His

Thr

Asn

155

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Cys

140

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

val

Tyr

Glu

His

Lys

205

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

285

val

Gln

val

Val

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320

Cys Gly Thr Ala Cys Gly Gly Thr Gly Gly Cys Thr Gly Cys Ala Cys

43



Cys

Cys

Cys

Cys

65

Cys

Thr

Ala

Gly

Thr

145

Ala

Gly

Ala

Gly

Cys

225

Ala

Ala

Cys

Ala

50

Thr

Cys

Ala

Ala

Gly

130

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

210

Ala

Ala

Thr

Cys

35

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

115

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

195

Ala

Ala

Ala

Cys

20

Gly

Thr

Cys

Gly

Cys

100

Thr

Thr

Gly

Gly

Cys

180

Thr

Cys

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

Cys

Cys

85

Cys

Ala

Ala

Gly

Thr

165

Ala

Ala

Cys

Gly

Ala
245

Gly

Cys

Gly

Thr

70

Thr

Cys

Cys

Ala

Thr

150

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

230

Cys

Thr

Ala

Ala

55

Cys

Gly

Ala

Ala

Cys

135

Ala

Thr

Cys

Ala

Thr

215

Ala

Ala

Cys

Thr

40

Ala

Thr

Ala

Gly

Gly

120

Gly

Ala

Cys

Ala

Gly

200

Gly

Gly

Ala

ES 2 666 840 T3

Thr

25

Cys

Ala

Gly

Ala

Ala

105

Thr

Cys

Cys

Ala

Ala

185

Cys

Ala

Ala

Ala

10

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

20

Gly

Gly

Cys

Thr

Cys

170

Gly

Cys

Cys

Cys

Gly
250

Cys

Gly

Cys

Thr

15

Ala

Ala

Gly

cys

Cys

155

Ala

Gly

Thr

Gly

Thr

235

Thr

Ala

Ala

Thr

60

Gly

Ala

Gly

Ala

Thr

140

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

220

Ala

Cys

44

Thr

Thr

45

Gly

Thr

Cys

Gly

Ala

125

Cys

Cys

Ala

Cys

Ala

205

Thr

Cys

Thr

Cys

30

Gly

Gly

Gly

Thr

Cys

110

Gly

Cys

Ala

Gly

Ala

130

Gly

Gly

Gly

Ala

15

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

95

Cys

Gly

Ala

Gly

Cys

175

Gly

Cys

Ala

Ala

Cys
255

Thr

Gly

Ala

Gly

80

Cys

Ala

Thr

Ala

Gly

160

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

240

Gly
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15

20

25
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Cys Cys Thr Gly Cyg Gly Ala Ala Gly Thr Cys Ala
260 265

Thr Cys Ala Gly Gly Gly Cys Cys Thr Gly Ala Gly
275 280

Cys Cys Cys Gly Thr Cys Ala Cys Ala Ala Ala Gly
290 295 300

Thr Cys Ala Ala Cys Ala Gly Gly Gly Gly Ala Gly
305 310 315

Thr Thr Ala Gly

<210> 41

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 41
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro

1 5 10

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
20 25

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
65 70 75

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
85 90

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

<210> 42

<211> 57

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 42
atggaatgga gctgggtctt tetcttcttc ctgtcagtaa ctacaggtgt ccactcg
<210> 43
<211>19

45

Cys

Cys

285

Ala

Ala

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Cys

270

Thr

Gly

Gly

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

57

Cys

Cys

Cys

Thr

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Ala

Gly

Thr

Gly
320

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser



10

15

20

25

30

35

40
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50

55
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 43
Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser

<210> 44

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 44
atgagtgtgc ccactcaggt cctggggttg ctgctgcetgt ggcttacaga tgccagatge 60

<210> 45

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 45
Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 ] 10 15
Asp Ala Arg Cys

20
<210> 46
<211> 16

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 46

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

<210> 47

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 47

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Arg Ser Ser Gln Ser
1 5

<210> 48

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 48

Arg Ser Ser Gln Ser
1 5

<210> 49

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 49

Arg Ser Ser Gln Ser
1 5

<210> 50

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 50

Arg Ser Ser Gln Ser
1 5

<210> 51

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 51

Arg Ser Ser Gln Ser
1 5

<210> 52

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 52

Arg Ser Ser Gln Ser
1 5

ES 2 666 840 T3

Ile val His Ser Thr Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

Ile val His Ser Ala Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

Ile val His Ser Glu Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

Ile val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

Ile val His Ser Ser Gly Gln Thr Tyr Leu Glu

10

Ile val His Ser Ser Gly S8er Thr Tyr Leu Glu

10

47

15

15

15

15

15

15
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<210> 53

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 53

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

<210> 54

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 54

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Ser Gly Ala Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 55

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 55

Lys Ala Ser Gln Arg Phe Ser
1 5

<210> 56

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 56

Lys Ala Ser Ser Arg Phe Ser
1 5

<210> 57

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 57

Lys Ala Ser Thr Arg Phe Ser
1 5

<210> 58

48
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<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

5 <220>
<223> Péptido sintético

<400> 58

Lys Ala Ser Ala Arg Phe Ser
10 1 5

49
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REIVINDICACIONES
1.- Un kit para detectar oligédmeros de beta-amiloides, que comprende:

(a) un anticuerpo de captura que tiene una regién variable de cadena ligera con una CDR1 que tiene la secuencia
Arg-Ser-Ser-GIn-Ser-lle-Val-His-Ser-Asn-Gly-Asn-Thr-Tyr-Leu-Glu (SEQ ID NO:14), una CDR2 que tiene Ia
secuencia Lys-Ala-Ser-Asn-Arg-Phe-Ser (SEQ ID NO:15), y una CDR3 que tiene la secuencia Phe-GIn-Gly-Ser-Arg-
Leu-Gly-Pro-Ser (SEQ ID NO:16); y una regién variable de cadena pesada con una CDR1 que tiene la secuencia
Gly-Phe-Thr-Phe-Ser-Ser-Phe-Gly-Met-His (SEQ ID NO:4), una CDR2 que tiene la secuencia Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-
Ser-Ser-Thr-lle-Tyr-Tyr-Ala-Asp-Thr-Val-Lys-Gly (SEQ ID NO:5), y una CDR3 que tiene la secuencia Gly-lle-Thr-Thr-
Ala-Leu-Asp-Tyr (SEQ ID NO:6);

y

(b) un anticuerpo de deteccion que reconoce un epitopo lineal N-terminal del péptido beta-amiloide 1-42 que es
82E1.

2.- Un método in vitro para detectar oligomeros de beta-amiloides, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra biolégica procedente de un animal, conteniendo dicha muestra bioldgica
oligémeros de beta-amiloides, con un anticuerpo de captura bajo condiciones suficientes para formar un complejo de
anticuerpo de captura/oligémero de beta-amiloide, en el que el anticuerpo de captura tiene una regién variable de
cadena ligera con una CDR1 que tiene la secuencia Arg-Ser-Ser-GIn-Ser-lle-Val-His-Ser-Asn-Gly-Asn-Thr-Tyr-Leu-
Glu (SEQ ID NO:14), una CDR2 que tiene la secuencia Lys-Ala-Ser-Asn-Arg-Phe-Ser (SEQ ID NO:15), y una CDR3
que tiene la secuencia Phe-GIn-Gly-Ser-Arg-Leu-Gly-Pro-Ser (SEQ ID NO:16); y una region variable de cadena
pesada con una CDR1 que tiene la secuencia Gly-Phe-Thr-Phe-Ser-Ser-Phe-Gly-Met-His (SEQ ID NO:4), una CDR2
que tiene la secuencia Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Ser-Ser-Thr-lle-Tyr-Tyr-Ala-Asp-Thr-Val-Lys-Gly (SEQ ID NO:5), y una
CDR3 que tiene la secuencia Gly-lle-Thr-Thr-Ala-Leu-Asp-Tyr (SEQ ID NO:6);

(b) poner en contacto el complejo de la etapa (a) con un anticuerpo de deteccion bajo condiciones suficientes para
formar un complejo de anticuerpo de captura/oligdmero de beta-amiloide/anticuerpo de deteccién, en el que el
anticuerpo de deteccion reconoce un epitopo lineal N-terminal del péptido de beta-amiloide 1-42 y es 82E1;y

(c) detectar el complejo de la etapa (b).
3.- Un método de la reivindicacion 2, en el que el animal es un ser humano.

4.- El kit de la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2 o 3, en los que la afinidad del anticuerpo de captura
por los oligdmeros de beta-amiloides 1-42, comparado con los monémeros de beta-amiloides 1-40, en un ensayo de
unién competitiva es al menos 500:1.

5.- El kit de la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2 o 3, en los que la afinidad del anticuerpo de captura
por los oligdmeros de beta-amiloides 1-42, comparado con los monémeros de beta-amiloides 1-42, en un ensayo de
ELISA de "sandwich" es al menos 500:1; en los que, opcionalmente, la afinidad del anticuerpo de captura por los
oligémeros del beta-amiloide 1-42, comparada con monémeros del beta-amiloide 1-42 en un ensayo de ELISA de
"sandwich" es al menos 1000:1.

6.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que la muestra biolégica comprende fluido
cerebroespinal.

7.- El kit de la reivindicacién 1, 4 o 5 o el método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en los que el nivel
de deteccion de los oligdmeros de beta-amiloides 1-42 por dicho kit es menor que 5 pg/ml, o en los que dicho
método es capaz de detectar menos de 5 pg/ml de oligémeros de beta-amiloides 1-42 en el fluido cerebroespinal; en
los que, opcionalmente, el nivel de deteccion de oligébmeros de beta-amiloides 1-42 por dicho kit es menor que 3
pg/ml, o dicho método es capaz de detectar menos de 3 pg/ml de oligdmeros de beta-amiloides 1-42 en el fluido
cerebroespinal.

8-. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4, 5 0 7 o el método de una cualquiera de las reivindicaciones 2
a 7, en los que el anticuerpo de deteccion comprende ademas un marcador; y en los que, opcionalmente, el
marcador es un marcador fluorescente.

9.- El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4, 5, 7 u 8, que comprende ademas un medio para concentrar
un complejo de antigeno-anticuerpo.

10.- El kit de la reivindicacion 9, en el que el medio para concentrar un complejo de antigeno-anticuerpo comprende
una esfera magnética o paramagnética.

11.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, que comprende ademas la etapa de concentrar el
complejo de anticuerpo de captura/oligdbmero de beta-amiloide/anticuerpo de deteccion antes de detectar el
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complejo.

12.- El método de la reivindicacion 11, en el que el medio para concentrar un complejo de antigeno-anticuerpo
comprende una esfera magnética o paramagnética.
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