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DESCRIPCION
Procedimiento para el tratamiento de sangre, productos sanguineos y érganos

La presente invencion se refiere a un procedimiento para el tratamiento (ex vivo) de sangre, productos sanguineos y
érganos para la prevencion de la transmision de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades basadas en
amiloides.

Debido al desarrollo demografico en las préoximas décadas, aumentara el nimero de personas que padecen
enfermedades relacionadas con la edad. En este contexto cabe mencionar la denominada enfermedad de Alzheimer
(EA, demencia de Alzheimer, latin = Morbus Alzheimer).

Una caracteristica de la enfermedad de Alzheimer son los depésitos extracelulares del péptido beta amiloide
(péptido A-beta, AR o péptido AR). Esta deposicion del péptido A-beta en placas se encuentra tipicamente en los
cerebros post mortem de pacientes con EA. Por lo tanto, se consideran diferentes formas del péptido A-beta como,
por ejemplo, las fibrillas, responsables de la aparicion y progresion de enfermedades. Ademas, desde hace algunos
afos, se ven los pequefios oligémeros A-beta libremente difusibles como la causa principal del desarrollo y progreso
de la EA.

Los mondmeros A-beta, como componentes basicos de los oligébmeros A-beta, se producen constantemente en el
cuerpo humano y probablemente no sean toxicos por si mismos. Los monémeros A-beta pueden acumularse de
forma aleatoria segun su concentracion. La concentracion depende de su velocidad de formacion y descomposicion
en el cuerpo. Si la concentraciéon de mondmeros A-beta en el cuerpo aumenta con la edad, el ensamblaje
espontaneo de los mondmeros en oligémeros A-beta es cada vez mas probable. Los oligodmeros A-beta resultantes
podrian multiplicarse de manera analoga a los priones y finalmente conducir a la enfermedad de Alzheimer.

Una diferencia importante entre la prevencion y el tratamiento o incluso la cura de la EA radica en el hecho de que la
prevencion se puede lograr simplemente evitando la formacién de los primeros oligémeros A-beta. Para ello son
suficientes unos pocos ligandos A-beta, que no son muy afines y selectivos con respecto a los oligémeros A-beta.

La formacion de los oligdmeros A-beta a partir de muchos mondémeros es una reaccion de orden alto y, por lo tanto,
altamente dependiente de la concentracion de mondmeros A-beta. Por lo tanto, incluso una pequefia reduccion en la
concentracion activa de monémero A-beta evita la formacion de los primeros oligdmeros A-beta. La prevencion
anterior se basa en este mecanismo.

Sin embargo, se puede suponer una situacion completamente diferente en el tratamiento de la EA. Esto se debe a
que en este caso estan presentes oligdmeros A-beta o, posiblemente, polimeros o fibrillas mas grandes, que han
sido creados por la multiplicacién de los oligdmeros en una forma similar a la de los priones. En este caso se trata de
una reaccioén de orden bajo y apenas dependiente de la concentracion de mondmeros A-beta.

Hasta la fecha, no hay ningin medicamento aprobado para el tratamiento causal de la demencia de Alzheimer (DA).
Tipicamente, se encuentran en los cerebros post-mortem de los pacientes con EA los depésitos del denominado
péptido beta-amiloide (AR o A-Beta) en placas. Por lo tanto, desde hace mucho tiempo, se consideran diferentes
formas del oligémero AR, por ejemplo, las fibrillas, responsables del desarrollo y la progresion de la EA. Desde hace
algunos afos, se consideran sobre todo los pequefios oligdmeros AR libremente difusibles responsables del
desarrollo y la progresion de la EA. Los mondmeros AR se forman constantemente en el cuerpo humano y
probablemente no son téxicos por si mismos. Se especula si los mondmeros AR, en funcion de su concentracion, se
acumulan de forma aleatoria y, por lo tanto, con el aumento de la edad es cada vez mas probable que formen
oligdbmeros AR de forma espontanea. Una vez formados, los oligdmeros AR podrian multiplicarse a través de un
mecanismo similar al de los priones y finalmente provocar la enfermedad. Desde hace algun tiempo se analiza si las
enfermedades pridnicas similares a la EA pueden, en principio, transmitirse de persona a persona. Lo mismo se
aplica a todas las enfermedades asociadas a los amiloides (por ejemplo, la enfermedad de Parkinson). En particular,
una posible transmision por transfusiéon sanguinea, la administracion de productos sanguineos y los transplantes de
6rganos podrian suponer un riesgo masivo para la salud de los receptores si no se aplican los procedimientos de
ensayo y prevencion adecuados. En este contexto, la bibliografia no cientifica ha reportado la EA prematura en un
ratén transgénico tras el intercambio de su sangre completa por la de un ratén enfermo.

Sobre la base de estas consideraciones, debe existir la posibilidad de liberar la sangre, los productos sanguineos y
los 6rganos de las particulas infecciosas mediante un tratamiento (profilactico o preventivo), o de inactivarlas. El
objetivo deberia ser eliminar o destruir completamente los oligdmeros AR toxicos, es decir, detoxificarlos y de esa
manera evitar su multiplicacion similar a la de los priones.

Del estado de la técnica, se conocen varios procedimientos para la eliminaciéon de sustancias biolégicamente
nocivas, bioparticulas, moléculas y depdsitos proteinicos patolégicos. Por ejemplo, hay una investigacion segun la
cual se utilizan nanoimanes para limpiar la sangre de una toxina en unos pocos minutos de forma especifica.
También se ha descrito la eliminacion del colesterol LDL de la sangre mediante absorcién directa de lipoproteinas
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(DALI).
La inmovilizacion de anticuerpos o péptidos se describe en los documentos DE 600 26 983 T2 o US 5,968,820.

Ademas, a partir del documento DE 102009037015 A1 se conoce un dispositivo y un procedimiento para la
eliminacion de sustancias biolégicamente nocivas de los fluidos corporales. El aislamiento de células, bioparticulas o
moléculas de los liquidos se describe en el documento DE 102005063175 A1. Ademas, se conoce del documento
DE 102005031429 A1 un procedimiento para la determinacién selectiva de depdsitos patoldgicos de proteinas. Por
ultimo, el documento DE 102005009909 A1 describe compuestos para el tratamiento de enfermedades asociadas a
las proteinas mal plegadas.

Las sustancias conocidas del estado de la técnica reducen la concentraciéon de mondmeros y/u oligdmeros A-beta
de varias maneras. Por ejemplo, se conocen moduladores de la gamma secretasa que se han utilizado para la
prevencion en experimentos con animales.

A partir de los documentos WO 02/081505 y DE 101 17 281 A1 se sabe que diferentes secuencias de D-
aminoacidos se unen a los péptidos A-beta. Estas secuencias del documento WO 02/081505 de D-aminoacidos se
unen a los péptidos beta amiloides con constante de disociacién Kp de 4 uM.

A partir del documento WO 2011/147797 se conocen compuestos hibridos, que consiste en aminopirazoles y
péptidos que previenen la oligomerizacion de A-beta.

Sin embargo, no se da a conocer un uso de estos compuestos para la purificacién de la sangre, productos
sanguineos y/o érganos.

Con muchas sustancias que han mostrado resultados positivos en experimentos con animales, no se pudo confirmar
este efecto en ensayos clinicos en humanos. En los ensayos clinicos de fase Il y lll, solo se puede tratar a personas
con un diagndstico claro de la EA. En este caso, ya no es suficiente una pequefia reduccion de la concentracion de
mondémeros A-beta para prevenir mayores cantidades de oligédmeros A-beta y/o para influir en la evolucién de la
enfermedad.

Hasta la fecha, la demencia de Alzheimer se diagnostica principalmente a través de pruebas neuro-psicoldgicas,
mediante experimentos en personas en las que ya se han detectado los sintomas. Sin embargo, se sabe que los
oligdbmeros A-beta y las subsiguientes fibrillas y placas pueden desarrollarse en el cerebro de los pacientes hasta 20
afos antes de la aparicion de los sintomas, y ya pueden haber causado un dafio irreversible. Sin embargo, aun no
se dispone de posibilidades de diagnosticar la EA antes del inicio de los sintomas.

Ademas, el documento WO 2010/062570 A2 da a conocer una composicion para el tratamiento y/o prevencion de la
enfermedad de Alzheimer.

Sundaram y cols. INTERNATIONAL JOURNAL OF PEPTIDE RESEARCH, 18(2) 2012 se refieren al péptido retro-
inverso, ffvlk, que se une a fibrillas artificiales del A con una afinidad moderada.

El documento WO 2004/056318 A2 da a conocer procedimientos para tratar la amiloidosis en humanos mediante la
eliminacion de los péptidos amiloides de uno o mas fluidos corporales.

El documento WO 2006/005706 A2 da a conocer un procedimiento para la prevenciéon o el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer.

El documento US 2005/158306 A1 da a conocer un procedimiento para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer.

El documento WO 2011/147797 A2 se refiere a un compuesto hibrido basado en derivados de aminopirazol y
péptidos para su uso como agente terapéutico en el tratamiento de enfermedades.

Funke y cols. CURRENT PHARMACEUTICAL DESIGN, 18(6) 2012 describen los péptidos desarrollados para el
diagnostico y la terapia de la EA y las ventajas y desventajas de medicamentos peptidicos.

El documento WO 02/081505 A2 da a conocer péptidos que se unen al péptido beta-amiloide con una alta afinidad
de union.

Miiller-Schiffmann y cols., ANGEW. CHEMIE INTERNATIONAL EDITION, 49(46), 2010 describen compuestos
hibridos que consisten en una fracciéon organica D enantiomérica de ruptura de hojas B y una fraccion D
enantiomérica de reconocimiento de péptidos AR.

Bartinek y cols. REJUVENANT RESEARCH, 13(2-3), 2010 dan a conocer péptidos enantioméricos D que se unen a
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AR.

Zhang G. y cols. Bioconjugate Chemistry, 14(1), 2003 dan a conocer que la formacién de placas amiloides 8 en la
enfermedad de Alzheimer se desencadena por el contacto intermolecular de la secuencia de 5 aminoacidos KLVFF
en péptidos 3-amiloides con un tamafio de 40 a 43 residuos.

Sidhartha y cols, ChemBioChem, 8(15), 2007, dan a conocer un dendrimero de cuatro péptidos con el motivo
KLVFF.

Stains y cols, CHEMMEDCHEM, 2(12) 2007 se refieren a los conocimientos actuales sobre las moléculas que han
demostrado interactuar con formas oligoméricas o fibrilares del péptido beta-amiloide.

El documento WO 2007/047967 A2 se refiere a un dispositivo colocado en un paciente con enfermedad de
Alzheimer (EA) para extraer péptidos beta-amiloides neurotoxicos (nt-bAP) de los fluidos corporales.

Funke y cols. MOLECULAR BIOSYSTEMS, 5(8), 2009 describen un ensayo de visualizacion de fagos para la
identificacion de nuevos péptidos D-enantioméricos potencialmente activos terapéuticamente.

Van Groen y cols., CHEMMEDCHEM, 3(12), 2008, Funke y cols. ACS Chemical Neuroscience, 1(9), 2010, y
Hongmei y cols. 2009 dieron a conocer que el péptido D3 se une a los oligémeros A-beta y los elimina.

El objetivo de la presente invencién es, por tanto, liberar la sangre, productos sanguineos y/u érganos mediante
tratamiento de particulas toxicas y/o infecciosas o inactivar las mismas. El objetivo es eliminar completamente los
oligébmeros AR presentes en sangre, productos sanguineos u érganos o convertirlos en formas inofensivas.

El objeto de la invencioén es, por tanto, un procedimiento para el tratamiento fuera del cuerpo humano o animal (in
vitro, ex vivo) de sangre, productos sanguineos y/u érganos mediante la eliminacion y/o detoxificacion de oligédmeros
beta amiloides, caracterizado porque se usa el compuesto D-enantiomérico rprtrihthrnrrprtrihthrnr (D3D3, SEC ID N°:
13), que se une a los oligdbmeros beta amiloides.

La sangre tratada puede ser obtenida de un banco de sangre y/o almacenada en un banco de sangre después del
tratamiento.

Ademas, es posible aplicar el procedimiento segun la invencién de forma preventiva a personas sanas. La sangre de
estas personas que no muestran sintomas de EA se elimina de cualquier oligdémero beta-amiloide que pueda estar
presente, sin referencia a etapas del tratamiento terapéutico del cuerpo humano o animal.

Los oligdmeros AR se pueden eliminar, por ejemplo, al afadir microesferas a la sangre, que se unen a o retienen los
oligébmeros AR. Para el tratamiento de muestras de sangre, las sustancias que se unen a oligdmeros AR se pueden
unir a microesferas magnéticas. Un ejemplo de microesferas son las Dynabeads de la empresa Dynal. Dynabeads®
M-280 Streptavidin (Dynal A.S., Oslo) son microesferas supramagnéticas que estan unidas covalentemente a
estreptavidina purificada, que se une a la biotina con alta afinidad (Kp = 10'%). Posteriormente, estas microesferas
con los oligdmeros AR ligados a ellas pueden ser eliminadas, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad,
filtracion, sedimentacion por exclusion de tamafo o centrifugacion.

En una variante de la invencion, los oligobmeros AR pueden ser eliminados pasando la sangre y/o la muestra de
sangre sobre una superficie que une o retiene los oligdmeros AR. Segun la invencion, las moléculas que se unen a o
detoxifican los oligdmeros AR (las denominadas moléculas de captura) pueden estar dispuestas en un portador
sobre el que se pasa la muestra liquida. En una variante, la inmovilizacién de las moléculas de captura también es
posible con la ayuda de nanoimanes. También es posible la disposicion de las moléculas de captura en un sistema
de dialisis. En otra variante, las moléculas de captura pueden consistir en un material biocompatible. Los portadores
también pueden ser membranas, filtros, esponjas de filtro, microesferas, varillas, cuerdas, columnas vy fibras huecas.

En otra variante adicional relativa a los 6rganos, los oligémeros AR pueden eliminarse dirigiendo las moléculas de
captura sobre y/o a través de un 6rgano (in vitro/ex vivo).

En otra variante de la invencioén, los oligébmeros AR pueden ser inactivados por adicion de una sustancia que
convierte los oligdbmeros Al en formas no téxicas, no amiloidogénicas y no infecciosas.

Como sustancias inactivadoras de los oligdmeros A} 0 como sustancias que se unen a los oligémeros AR se pueden
usar todos los ligandos modificadores de los oligdmeros AR, por ejemplo, anticuerpos AR o péptidos que se unen a
AR. Las sustancias a utilizar deben tener la mayor afinidad posible a los oligdmeros AR. La correspondiente
constante de disociacion deberia estar en el intervalo de uM, preferentemente en el intervalo de nM, particularmente
en el intervalo de pM o incluso mas bajo. Dado que la molécula de destino del tratamiento terapéutico es un
oligébmero AR y, por tanto, naturalmente una diana polivalente, en una variante de la invencion, la sustancia a utilizar
para el tratamiento se puede producir a partir de varias copias de una unidad que ya se une de forma eficaz a
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oligobmeros AR. En ausencia de influencias interferentes (por ejemplo, impedimento estérico), se puede lograr un K
aparente de x" en una unidad de unidn a oligdmeros AR que se une al oligémero AR con una constante de
disociacién (Kp) de al menos x. Hay varias posibilidades de lograrlo: las unidades de uniéon a oligdmeros AR
(unidades monomeéricas) pueden unirse de forma covalente o no covalente (por ejemplo, un grupo de biotina o un
tetramero de estreptavidina). En una variante de la invencién, cualquier numero de copias puede ser inmovilizado en
la superficie de las microesferas.

Para los propdsitos de la presente invencion, el término oligémeros beta-A significa agregados beta-A como también
oligbmeros beta-A y también oligdmeros beta-A pequefios libremente difusibles. El oligdmero en el sentido de la
invencién es un polimero formado por 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 mondmeros o
multiplos de los mismos.

El presente procedimiento se realiza fuera del cuerpo humano o animal. Los términos utilizados para ello son in vitro
0 ex vivo.

En una realizacion, los polimeros son péptidos. Estos consisten en D-aminoacidos.

Para los fines de la presente invencion, el término "sustancialmente de D-aminoacidos" significa que los monémeros
a usar estan formados al menos en un 60 %, preferentemente en un 75 %, 80 %, con especial preferencia en un
85 %, 90 %, 95 %, en particular en un 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 % por D-aminoacidos.

En una variante, se usan monémeros que se unen a un monémero A-beta y/o a oligdmeros A-beta y/o a fibrillas del
péptido A-beta con una constante de disociacion (valor Kp) de un maximo de 500 uM, preferentemente 250, 100,
50 uM, con especial preferencia 25, 10, 6 uM, en particular 4 uM.

El polimero contiene 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 0 mas de los mondmeros descritos anteriormente.
En una realizacién adicional no segun la invencion, los monémeros se seleccionan del grupo que consiste en:

SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15,
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ
ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID
NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID
NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID
NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID
NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64. SEQ ID
NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID
NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78 y SEQ ID
NO:79, asi como homélogos de los mismos.

En otra variante, los polimeros se unen al dominio de multimerizacion del péptido beta amiloide.

El término "dominio de multimerizacion" define aquellos dominios del péptido beta amiloide que estan involucrados
en la interaccion de los péptidos beta amiloides entre si. En una variante, los aminoacidos 10-42 del péptido beta
amiloide cumplen esta funcién.

En otra variante que no es segun la invencion, los monémeros presentan secuencias que difieren de las secuencias
especificadas en hasta tres aminoacidos.

Ademas, también pueden usarse como mondmeros que no son segun la invencién aquellas secuencias que
contienen las secuencias mencionadas anteriormente.

En otra variante que no es segun la invencion, los mondmeros presentan fragmentos de las secuencias
mencionadas o presentan secuencias homoélogas a las secuencias mencionadas.

"Secuencias homoélogas" u "homélogos" en el sentido de la invencion significa que una secuencia de aminoacidos
presenta una identidad con una de las secuencias de aminoacidos de monémeros mencionadas de al menos un 50,
55, 60, 65, 70, 71, 72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100 %. En lugar del término "identidad", se usan los términos "homaologo" u "homologia" como sindnimos en
esta descripcion. La identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos o secuencias de polipéptidos se calcula por
comparacion utilizando el programa BESTFIT basado en el algoritmo de Smith, T.F. y Waterman, M.S. (Adv. Appl.
Math. 2: 482-489 (1981)) con los siguientes parametros para los aminoacidos: Gap creation penalty: 8 y Gap
extension penalty: 2; y el siguiente pardmetro para los acidos nucleicos: Gap creation penalty: 50 y Gap extension
penalty: 3. Preferentemente, la identidad entre dos secuencias de &cido nucleico o secuencias de polipéptidos se
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define por la identidad de la secuencia de acido nucleico/secuencia de polipéptidos en toda la longitud de la
secuencia, segun se calcula por comparacion utilizando el programa GAP basado en el algoritmo de Needleman,
S.B. y Wunsch, C.D. (J. Mol. Biol. 48: 443 -453) con los siguientes parametros para los aminoacidos: Gap creation
penalty: 8 y Gap extension penalty: 2; y los siguientes parametros para los acidos nucleicos: Gap creation penalty:
50 y Gap extension penalty: 3. Dos secuencias de aminoacidos son idénticas en el sentido de la presente invencién
si tienen la misma secuencia de aminoacidos.

En una variante, los homoélogos se refieren las secuencias retro-inversas correspondientes de los mondmeros
mencionados anteriormente. Segun la invencion, el término "secuencia retro-inversa" denota una secuencia de
aminoacidos que esta compuesta de aminoacidos en forma enantiomérica (inversa: la quiralidad del atomo de alfa-C
esta invertida) y en la que también se ha invertido el orden de secuencia con respecto a la secuencia de
aminoacidos original (retro = hacia atras).

El polimero estd compuesto de mondmeros idénticos o contiene mondmeros diferentes.

En una alternativa que no es segun la invencién, el polimero estd compuesto de cualquier combinacion de 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10 o mas de los monémeros descritos anteriormente.

El polimero es un dimero de dos monémeros D3 (SEQ ID NO:13).

En una realizaciéon que no es segun la invencién, el polimero es un dimero de dos monémeros RD2 (RD 2- RD 2:
ptihthnrrrrrptihthnrrerrr (SEQ ID NO: 76).

Los dimeros, por ejemplo, pueden fabricarse por sintesis quimica o sintesis de péptidos.

En una realizacién de la invencién, los mondmeros estan unidos covalentemente entre si. En otra realizacion que no
es segun la invencion, los monémeros no estan unidos covalentemente entre si.

En el sentido de la invencién, una unioén o enlace covalente de las unidades de monémero esta presente si los
péptidos estan enlazados de cabeza a cola en una manera lineal sin el uso de enlazadores o grupos de enlazadores
en medio.

Existe un enlace no covalente si los mondmeros estan unidos entre si a través de biotina y estreptavidina, en
particular tetramero de estreptavidina.

Se puede lograr un enlace covalente acoplando linealmente las unidades de mondémero cabeza a cabeza, cola a
cola o cabeza a cola, en cada caso sin un enlazador o con un grupo enlazador. Como alternativa, también es posible
un enlace en una estructura similar a un arbol (dendrimeros) en una molécula de plataforma o una combinacién de
estas opciones. También se pueden combinar unidades de monémero no idénticas.

El polimero esta caracterizado porque se une a oligdmeros beta-amiloides con una constante de disociacién de
como mucho 1 mM, preferentemente 800, 600, 400, 200, 100, 10 uM, con especial preferencia 1000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100, 50 nM, con particular preferencia 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100,
50 pM, con maxima preferencia de como mucho 20 pM.

El polimero es adecuado para su uso en medicina.

Una realizacion es un polimero que se puede usar para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Otra
realizacién es un polimero que puede usarse para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Creutzfeldt Jakob (CJD), scrapie, encefalopatia espongiforme bovina (EEB) o diabetes.

Los polimeros formados a partir de monémeros, que a su vez se unen a oligdmeros A-beta, muestran efectos claros
y sinérgicos con respecto a su selectividad y afinidad por los oligdmeros A-beta en comparacién con los monémeros.
En otras palabras: Los polimeros segun la invencién son superiores a los monémeros. Los efectos sinérgicos en el
sentido de la presente invencidén son efectos que muestran una mayor selectividad y afinidad con respecto a los
oligébmeros A-beta, en particular el valor Ko con respecto a la unién a oligdmeros A-beta que los mondmeros
individualmente o en su adicién.

Debe entenderse que un enlazador significa una o mas moléculas que estan unidas a los mondémeros mediante
enlaces covalentes, siendo posible que estos enlazadores también estén unidos entre si mediante enlaces
covalentes.

En una alternativa, los enlazadores no cambian las propiedades del polimero que estan predeterminadas por los
mondmeros, es decir, la unién a los oligébmeros A-beta.

En ofra alternativa, los enlazadores provocan un cambio en las propiedades del polimero, que estan
6
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predeterminadas por los monémeros. En dicha realizacion, la selectividad y/o afinidad de los polimeros con respecto
a los oligébmeros A-beta aumenta y/o la constante de disociacién se reduce. En una realizacién adicional, los
enlazadores se seleccionan o pueden estar dispuestos de modo que cambien el efecto estérico de los polimeros de
tal manera que solo se unan selectivamente a oligdmeros A-beta de un tamafio determinado.

Dicho cambio en el efecto estérico de los polimeros también puede lograrse mediante la estructura de polimeros
ramificados, mediante dendrimeros de una estructura particular o la estructura correspondiente del polimero
mediante mondmeros y una molécula de plataforma o combinaciones de estas opciones.

Otro objeto de la descripcién es una composicion y su uso para determinar la enfermedad de Alzheimer en la que el
D-péptido

a) contiene una secuencia retro-inversa del péptido beta amiloide o fragmentos parciales de péptido beta amiloide y
consiste completamente en D-aminoacidos y/o

b) se une al dominio de multimerizacion del péptido beta amiloide y/o

c) contiene o presenta la secuencia SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ
ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID
NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID
NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID
NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64. SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID
NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO:79 y consisten completamente en D-aminoacidos y/o

d) contiene o presenta D-péptidos con la secuencia SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12,
SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ
ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID
NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID
NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID
NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64. SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID
NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO:79, donde los D-péptidos contienen parcialmente L-
aminoacidos y/o

e) contiene o presenta secuencias homologas a SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12,
SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ
ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID
NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID
NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID
NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64. SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID
NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO: 79.

En una variante, los "D-péptidos" consisten en una variante de una secuencia retro-inversa al péptido beta amiloide
o0 a los fragmentos parciales del péptido beta amiloide y consisten completamente en D-aminoacidos.

Un "fragmento parcial" consiste en 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o mas aminoacidos homdlogos a la
secuencia de aminoacidos del péptido beta amiloide.

En ofra variante, los D-péptidos se unen al dominio de multimerizacion del péptido beta amiloide. En otra variante,
los D-péptidos presentan la secuencia SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
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NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID
NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID
NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID
NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64. SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID
NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO:79 y consisten completamente en D-aminoacidos. En otra
variante, los D-péptidos presentan una de las secuencias mencionadas anteriormente y contienen parcialmente L-
aminoacidos. En otra variante, los D-péptidos presentan secuencias homologas a las mencionadas anteriormente. El
término "D-péptido" se refiere a un péptido que esta compuesto de aminoacidos en forma D.

En una variante, los D-péptidos también presentan parcialmente L-aminoacidos. Por "parcialmente" L-aminoacidos
se entiende que 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 o mas aminoacidos homdlogos a la secuencia de aminoacidos del D-
péptido que consistente en D-aminoacidos son sustituidos por el mismo aminoacido en la conformacion L.

En una variante, los "D-péptidos" consisten en una variante de una secuencia retro-inversa al péptido beta amiloide
0 a los fragmentos parciales del péptido beta amiloide y consisten completamente en D-aminoacidos.

Un "fragmento parcial" consiste en 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 mas aminoacidos homologos a la
secuencia de aminoacidos del péptido beta amiloide.

En otra variante adicional, los D-péptidos segun la invencion se unen al dominio de multimerizacion del péptido beta
amiloide. En otra variante que no es segun la invencion, los D-péptidos presentan las secuencias mencionadas
anteriormente SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14,
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ
ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID
NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID
NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID
NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID
NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID
NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:64. SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID
NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID
NO:78 y SEQ ID NO:79 y consisten completamente en D-aminoacidos.

En otra realizacién, el péptido comprende el motivo de secuencia DB 4: RPRTRLRTHQNR (SEQ ID NO: 1) o
fragmentos activos del mismo.

En otra realizacion, el péptido comprende el motivo de la secuencia SHYRHISP (SEQ ID NO:3) o fragmentos activos
de la misma.

En ofra realizacion, el péptido comprende el motivo de la secuencia GISWQQSHHLVA (SEQ ID NO:4) o fragmentos
activos de la misma.

En otra realizacion, el péptido comprende el motivo de la secuencia PRTRLHTH (SEQ ID NO:5) o fragmentos
activos de la misma.

En otra variante que no es segun la invencion, el péptido se selecciona del grupo que consiste en péptidos con las
secuencias de D-aminoacidos: a) QSHYRHISPAQV (SEQ ID NO:6); b) QSHYRHISPDQV (SEQ ID NO:7); c)
QSHYRHISPAR (SEQ ID NO:8); d) KSHYRHISPAKV (SEQ ID NO:9); e) RPRTRLHTHRNR (SEQ ID NO:10); i)
RPRTRLHTHRTE (SEQ ID NO:11); y g) KPRTRLHTHRNR (SEQ ID NO:12); Ademas, se da preferencia a
secuencias que difieren de las secuencias a) a g) en hasta tres aminoacidos; asi como secuencias que comprenden
las secuencias a) a g) y secuencias que difieren de las secuencias a) a g) en hasta tres aminoacidos.

En otra variante, el péptido se selecciona del grupo de péptidos que consiste en péptidos con las secuencias de D-
aminoacidos: D3D3: rprtrihthrnrrpririhthrnr (SEQ ID NO:13), aD3nwnD3: rprtrihthrnrnwnrprtrlhthrnr (SEQ ID NO:14),
doble-D3-Nterminales libres: (rprtrlhthrnr)2-PEG3 (SEQ ID NO:15), doble-D3-Cterminales libres: PEG5-(rprtrihthrnr)2
(SEQ ID NO:16), o doble-D3-Nterminales libres: (rprtrinthrnr)2- (SEQ ID NO:63), doble-D3-Cterminales libres:
(rprtrihthrnr)2 (SEQ ID NO:64), DB 3: rpitrirthgnr (SEQ ID NO: 65),RD 2: ptlhthnrrrrr (SEQ ID NO: 66), RD 1:
pnhhrrrrrrtl (SEQ ID NO: 67), RD 3: rrptirhthnrr (SEQ ID NO: 68), D3-delta-hth: rprtrirnr (SEQ ID NO:69), NT-D3: rprtrl
(SEQ ID NO: 70), DB 1: rpitrlhtnrnr (SEQ ID NO: 71), DB 2:rpittlgthgnr (SEQ ID NO: 72), DB 5: rpitrlgtheqr (SEQ ID
NO. 74), D3-delta-hth D3-delta-hth: rprtrirnrrprtrirnr (SEQ ID NO:75), RD 2- RD 2: ptlhthnrrrrrptlhthnrrrrr (SEQ ID NO:
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76), DO 3: sgwhynwgywwk (SEQ ID NO:77), rprirsgwhynwgywwkrnr (SEQ ID NO:78) y ptlsgwhynwaywwkrrrrr (SEQ
ID NO:79). También se prefieren secuencias que difieren de las secuencias mencionadas anteriormente en hasta
tres aminoacidos; asi como secuencias que comprenden cada combinacion individual o cualquier combinacion de
las secuencias mencionadas anteriormente.

En otra variante, los D-péptidos presentan fragmentos de las secuencias mencionadas o presentan secuencias
homdélogas a las secuencias mencionadas anteriormente.

Ademas, también se dieron a conocer preparaciones definidas, homogéneas y estables de estandares para la
cuantificacion de agregados u oligémeros patégenos a partir de proteinas propias del cuerpo, que se pueden usar en
particular para el tratamiento de sangre, productos sanguineos y/u 6rganos. Los estandares se pueden usar en este
caso para la cuantificacion de oligdmeros o agregados patégenos que caracterizan una enfermedad de agregacion
de proteinas o una degeneracién amiloide o enfermedad por plegamiento incorrecto de proteinas. En este caso, se
forma un polimero a partir de secuencias de polipéptidos que son idénticas en secuencia en la zona parcial
correspondiente con las proteinas propias del cuerpo o tienen una homologia de al menos un 50 % sobre la zona
parcial correspondiente con las proteinas propias del cuerpo que caracterizan una enfermedad de agregacion de
proteinas o una degeneracion amiloidea o una enfermedad por plegamiento incorrecto de proteinas, donde los
polimeros no se agregan.

Un estandar en el sentido de la presente descripcion es un valor de referencia fijo, generalmente valido y aceptado,
que sirve para comparar y determinar propiedades y/o cantidad, en particular para determinar el tamafio y la
cantidad de agregados patégenos de las proteinas endogenas. El estandar en el sentido de la presente invencion
puede usarse para calibrar dispositivos y/o mediciones.

Para los fines de la presente invencion, el término "enfermedad por agregacion de proteinas" también se puede usar
para agrupar la degeneracion amiloide y la enfermedad por plegamiento incorrectas de proteinas. Ejemplos de
dichas enfermedades y las proteinas endégenas asociadas son: Proteina A-beta y tau para EA, alfa-sinucleina para
Parkinson, amilina para diabetes o proteina priénica para enfermedades pridnicas, como la enfermedad humana de
Creutzfeldt-dakob (CJD), la enfermedad ovina scrapie y la encefalopatia espongiforme bovina (EEB).

El término "subseccién correspondiente" de las proteinas enddgenas significa que la secuencia peptidica que, segun
las definiciones dadas en la invencién, presenta una secuencia peptidica de un monémero a partir del cual se
construyen los estdndares segun la invencioén, que es idéntica u homologa con el porcentaje dado.

Es sustancial para los estandares que éstos no se agreguen, preferentemente utilizando secuencias monomeéricas
que no se agregan porque la "subseccion correspondiente” de proteinas enddgenas no es responsable de la
agregacion, o que no se agregan al bloquear los grupos responsables de la agregacion.

Los agregados para los propdsitos de esta revelacion son

- particulas que consisten en varios componentes preferentemente idénticos, que no estan covalentemente unidos
entre si y/o

- ensamblajes no covalentes de varios monémeros.

En una realizacion, los estandares tienen un numero bien definido de epitopos que se enlazan covalentemente
(directamente o a través de aminoacidos, espaciadores y/o grupos funcionales) para unir las sondas
correspondientes.

Las sondas en el sentido de la descripcion se seleccionan del grupo que consiste en: anticuerpos, nanocuerpos y
aficuerpos.

El nimero de epitopos se determina utilizando una secuencia de polipéptidos idéntica en secuencia a aquella
subseccion de proteinas enddgenas que forma un epitopo o tiene una homologia de al menos un 50 % con esta
subseccion, y que tiene la actividad biolégica del epitopo.

En otra realizacion, los epitopos son epitopos del péptido A-beta seleccionados de las subsecciones A-beta 1-11, A-
beta 3-11 o pyroGluA-beta 3-11, por ejemplo, el epitopo humano N-terminal (con la secuencia siguiente:
DAEFRHDSGYE (1-11) (SEQ ID NO:17)).

La molécula estandar es un polimero de las secuencias de polipéptidos definidas anteriormente. Un oligémero en el
sentido de la invencién es un polimero formado de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20
mondémeros (el mondmero es la secuencia de polipéptido mencionada anteriormente), o mudltiplos del mismo,
preferentemente 2-16, 4-16, 8-16, particularmente preferentemente 8 o 16, o multiplos del mismo.

En una alternativa, los estandares son solubles en agua.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773 125T3

En una alternativa, los estandares se establecen a partir de secuencias de polipéptidos idénticas.
En otra alternativa, los estandares se establecen a partir de diferentes secuencias de polipéptidos.

En una alternativa, las secuencias de polipéptidos definidas anteriormente se alinean consecutivamente en una
conformacion lineal.

En una alternativa, dichas secuencias de polipéptidos como se definieron anteriormente se unen para formar un
oligébmero ramificado segun la invencion.

En una alternativa, dichas secuencias de polipéptidos definidas anteriormente se alinean consecutivamente para
formar un oligémero reticulado.

Los oligébmeros ramificados o reticulados pueden producirse mediante la union de componentes individuales
mediante lisina o de quimica clic.

La descripcion se refiere en una alternativa a una molécula estandar que contiene o estd compuesta de copias de la
parte amino-terminal del péptido A-beta seleccionado de las subsecciones A-beta 1-11, A-beta 3-11, o pyroGIuA-
beta 3-11, por ejemplo, el epitopo N-terminal humano (con la secuencia siguiente: DAEFRHDSGYE (1-11) (SEQ ID
NO:17)).

La multiplicaciéon de los epitopos por grupos funcionales se puede realizar antes o después de la sintesis de los
componentes individuales. La caracteristica de los estandares es la unién covalente de las secuencias de
polipéptidos.

Las secuencias de polipéptidos a usar pueden ser idénticas a la secuencia del péptido A-beta completo o mostrar
una homologia del 50, 55, 60, 65, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 % con la secuencia del péptido A-beta completo.

Como alternativa, se usan secuencias de polipéptidos idénticas a una subregion del péptido A-beta de longitud
completa o que muestran una homologia del 50, 60, 65, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 % con una subregion del péptido A-beta de longitud
completa para construir las moléculas estandar.

Esencial para las secuencias utilizadas es su capacidad de no agregarse (o solo de forma controlada segun las
condiciones) y/o su actividad como epitopo.

En otra realizacion, los estandares estan compuestas como dendrimeros. Los dendrimeros se construyen a partir de
las secuencias de polipéptidos a usar descritas anteriormente y pueden contener una molécula de andamiaje
central.

En una variante, los dendrimeros contienen secuencias de polipéptidos que tienen una secuencia idéntica a la de
una subregion del péptido A-beta 0 muestran al menos un 50 % de homologia con la subregion correspondiente.

El término "al menos un 50 % de homologia" significa también una homologia superior seleccionada del grupo que
consiste en un 50, 55, 60, 65, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 %.

En una realizacién, los estandares, ventajosamente con una mayor solubilidad en solucién acuosa que los
agregados patdgenos u oligémeros de proteinas enddgenas, estan formadas a partir de secuencias de polipéptidos
que son idénticas a la regién N-terminal del péptido A-beta o tienen al menos un 50 % de homologia con la misma.
Segun la descripcion, se entiende por region N-terminal de un polipéptido A-beta la secuencia de aminoacidos A-
Beta 1-8, A-Beta 1-11, A-Beta 1-16, A-Beta 3-11 o pyroGluA-Beta 3-11.

Una molécula estandar que se puede usar puede contener epitopos para al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas
sondas diferentes.

Los epitopos caracteristicos de las diferentes sondas pueden incorporarse a los estandares al utilizar secuencias de
polipéptidos que sean idénticas a las diferentes regiones del péptido A-beta, o que tengan al menos un 50 % de
homologia con las mismas, pero que tengan la actividad del epitopo correspondiente.

En una realizacion de ello, se usan secuencias de polipéptido que son idénticas o tienen un 50 % de homologia con

la region N-terminal del polipéptido A-beta, y secuencias de polipéptido que son idénticas o tienen al menos un 50 %
de homologia con la region C-terminal del polipéptido A-beta.
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En una realizacion, las moléculas estandar se encuentran los denominados espaciadores.

Por espaciador se entiende una molécula que esta incorporada a la molécula estandar a través de enlaces
covalentes y tiene determinadas propiedades fisicas y/o quimicas que cambian las propiedades de la molécula
estandar. En una realizacion de los estandares, se usan espaciadores hidrofilicos o hidrofébicos, preferentemente
espaciadores hidrofilicos. Los espaciadores hidrofilicos se seleccionan del grupo de moléculas formadas a partir de
polietilenglicol, azucar, glicerol, polililisina o beta-alanina.

Los estandares que se pueden usar contienen en una alternativa grupos funcionales (adicionales). Los grupos
funcionales son moléculas que se unen covalentemente a las moléculas estandar. En una variante, los grupos
funcionales contienen grupos de biotina. Esto permite una fuerte unién covalente a la estreptavidina. Las moléculas
estandar que contienen grupos de biotina pueden, por lo tanto, unirse a las moléculas que contienen grupos de
estreptavidina. Si las moléculas estandar que se pueden usar contienen biotina y/o grupos de estreptavidina, se
pueden ensamblar estandares mas grandes o varias, posiblemente diferentes moléculas estandar se pueden unir a
un andamiaje.

En otra alternativa, las moléculas estandar contienen colorantes para la determinaciéon espectrofotométrica y/o
aminoacidos aromaticos. Los aminoacidos aromaticos son, por ejemplo, triptéfano, tirosina, fenilalanina o histidina, o
se seleccionan de este grupo. La incorporacion de triptéfano permite una determinacion espectrofotométrica de la
concentracion de los estandares en la solucién.

Otro objeto es el uso de polipéptidos que contienen dendrimeros que son idénticos en secuencia a las proteinas
enddgenas en la subregion correspondiente o presentan una homologia de al menos un 50 % en la subseccion
correspondiente con las proteinas enddgenas que caracterizan una enfermedad por agregacion de proteinas.

Los dendrimeros pueden contener cualquiera de las caracteristicas de los estandares descritos anteriormente o
cualquier combinacion de los mismos.

Una alternativa se trata de dendrimeros que contienen un nimero bien definido de epitopos para la unién covalente
de las sondas,

un dendrimero que contiene epitopos del péptido A-beta.

Para examinar sangre, productos sanguineos y/u érganos en busca de oligémeros beta amiloides se puede usar un
estandar para la cuantificacion de agregados u oligémeros patégenos de las proteinas enddgenas, que caracterizan
una enfermedad por agregaciéon de proteinas o una degeneracion amiloidea o una enfermedad por plegamiento
incorrecto de proteinas, caracterizada porque un polimero se construye a partir de secuencias de polipéptidos que
son idénticos en secuencia en la subseccion correspondiente con las proteinas enddgenas o presentan una
homologia de al menos un 50 % sobre la subseccion correspondiente con aquellas proteinas endégenas que
caracterizan una enfermedad por agregacion de proteinas o una degeneracién amiloidea o una enfermedad por
plegamiento de proteinas, donde los polimeros no se agregan.

El estandar puede tener un nimero definido de epitopos con precisién para la unién de las sondas, que estan unidas
covalentemente entre si.

El estandar también puede contener epitopos del péptido A-beta y/o las secuencias segun la invencion.

El siguiente procedimiento para la cuantificacion selectiva de los agregados A-beta también puede usarse para
analizar la sangre, los productos sanguineos y/o los drganos en busca de oligémeros beta amiloides:

Procedimiento que comprende la inmovilizacién de moléculas de captura de A-beta en un sustrato, la aplicacién de
la muestra a analizar al sustrato, la adicion de sondas etiquetadas para su deteccién que etiquetan los agregados A-
beta mediante una unién especifica a los mismos y la deteccién de los agregados etiquetados.

Este procedimiento para la cuantificacion y/o caracterizacion selectiva de los agregados A-beta comprende las
siguientes etapas:

a) aplicacién de la muestra a analizar al sustrato,

b) adicién de sondas identificadas para la deteccion, que se unen especificamente a los agregados A-beta para
marcarlos; y

c) deteccion de los agregados marcados, donde

La etapa b) puede realizarse antes de la etapa a).
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También se proporcionan estandares que permiten una determinacién exacta y cuantitativa de los agregados
patdégenos u oligdbmeros a partir de proteinas enddégenas. Los estandares deben ser utilizables como estandares
internos o externos.

Ademas, para la cuantificacion de agregados patdogenos u oligémeros a partir de proteinas enddgenas se pueden
usar preparaciones homogéneas y estables de estandares definidos con precision.

Los estandares para la cuantificacion de oligdmeros o agregados patégenos que caracterizan una enfermedad por
agregacion de proteinas o una degeneracion amiloidea o una enfermedad por plegamiento incorrecto de proteinas
estan caracterizados porque un polimero se construye a partir de secuencias de polipéptidos que son idénticos en
secuencia en la subseccion correspondiente con las proteinas endégenas o presentan una homologia de al menos
un 50 % sobre la subseccidn correspondiente con aquellas proteinas endégenas que caracterizan una enfermedad
por agregacion de proteinas o una degeneracion amiloidea o una enfermedad por plegamiento de proteinas, donde
los polimeros no se agregan.

El estandar puede estar caracterizado porque tiene un numero definido de epitopos, que estan unidos
covalentemente entre si, para la unién de las sondas.

El estandar también puede estar caracterizado porque contiene epitopos del péptido A-beta y/o las secuencias
segun la invencion.

Los estandares se usan como moléculas de captura. Como alternativa, los estandares se usan para la eliminacion
y/o detoxificaciéon de oligdmeros beta amiloides en sangre, productos sanguineos y/u érganos.

Ademas, se da a conocer un kit que comprende estandares y/o secuencias. Los compuestos y/o componentes del
kit pueden estar envasados en recipientes con/que contengan, segin corresponda, tampones y/o solucién. De forma
alternativa, algunos componentes pueden estar embalados en el mismo contenedor. De forma alternativa o
adicional, uno o mas de los componentes podrian ser absorbidos en un soporte sélido como una placa de vidrio, un
chip o una membrana de nylon o en el pocillo de una placa de microtitulacion. El kit también puede incluir
instrucciones para el uso del kit para cualquiera de las realizaciones.

El objeto de la presente invencidon es también un kit para la cuantificacion selectiva de agregados A-beta segun el
procedimiento descrito anteriormente. Dicho kit puede contener uno o mas de los siguientes componentes:

- sustrato de vidrio recubierto con una sustancia hidrofébica;

- estandar;

- molécula de captura;

- sonda;

- sustrato con molécula de captura;

- soluciones;

- tampoén.

Los compuestos y/o componentes del kit de la presente invencién pueden estar envasados en contenedores,
posiblemente con/en tampén y/o solucion. De forma alternativa, algunos componentes pueden estar embalados en
el mismo contenedor. De forma alternativa o adicional, uno o mas de los componentes podrian ser absorbidos en un
soporte solido como una placa de vidrio, un chip o una membrana de nylon o en el pocillo de una placa de
microtitulacién. El kit también puede incluir instrucciones para el uso del kit para cualquiera de las realizaciones.

En otra variante del kit, las moléculas de captura descritas anteriormente estan inmovilizadas en el sustrato.
Ademas, el KIT puede contener soluciones y/o tampones. Para proteger la superficie de dextrano y/o de las
moléculas de captura inmovilizadas en ella, se pueden recubrir estas con una soluciéon o un tampén.

El kit también puede contener al menos un estandar o al menos un dendrimero para la cuantificacion de los
agregados u oligémeros patégenos de las proteinas endégenas que contienen una enfermedad por agregacién de
proteinas.

Polimeros, D-péptidos, anticuerpos y/o compuestos que segun la invencion se pueden usar en un procedimiento

para el tratamiento (in vitro) de sangre, productos sanguineos y/u érganos para la eliminacion y/o detoxificacion de
oligbmeros beta-amiloides se representan a continuacion:

12
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D3Da3: rprtrihthrnrrpririhthrnr (SEQ ID NO:13)

Otros polimeros, D-péptidos, anticuerpos, y/o componentes que se pueden usar en un procedimiento que no es
segun la invencion para el tratamiento (in vitro) de sangre, productos sanguineos y/u érganos para la eliminacién y/o
detoxificacion de oligdbmeros beta-amiloides se representan a continuacion:
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DB 4: rprtrirthgnr (SEQ ID NO:1)

D3nwnD3: rprtrihthrnrnwnrprtrihthrnr (SEQ ID NO:14)
doble-D3-Nterminales libres: (rprtrihthrnr)2-PEG3 (SEQ ID NO:15)
doble-D3-Cterminales libres: PEG5-(rprtrihthrnr)z2 (SEQ ID NO:16)

kqhhveygsdhrfead (SEQ ID NO:2)

shyrhisp (SEQ ID NO:3)
giswqgshhlva (SEQ ID NO:4)
prtrihth (SEQ ID NO:5)
gshyrhispaqv (SEQ ID NO:6)
gshyrhispdqv (SEQ ID NO:7)
gshyrhispar (SEQ ID NO:8)
kshyrhispakv (SEQ ID NO:9)
rprtrihthrnr (SEQ ID NO:10)
rprtrihthrte (SEQ ID NO:11)
kprtrihthrnr (SEQ ID NO:12)
daefrhdsgye (SEQ ID NO:17)
hhghspnvsqvr (SEQ ID NO:18)
gsfstqvgslhr (SEQ ID NO:19)
htgtgsyvprl (SEQ ID NO:20)
tlayaraymvap (SEQ ID NO:21)
tlayaraymvap (SEQ ID NO:22)
atpgndlktfph (SEQ ID NO:23)
tgpetdlirvgf (SEQ ID NO:24)
citwpptglty (SEQ ID NO:25)
tfletgpiyadg (SEQ ID NO:26)
Ivppthrhwpvt (SEQ ID NO:27)
appgnwrnylmp (SEQ ID NO:28)
dnysnyvpgtkp (SEQ ID NO:29)
svsvgmkpsprp (SEQ ID NO:30)
slpnpfsvssfg (SEQ ID NO:31)
yvhnpyhlpnpp (SEQ ID NO:32)
crrihtyigpvt (SEQ ID NO:33)
gatmkkmddhtv (SEQ ID NO:34)
Igktgkisdahs (SEQ ID NO:35)
ddgarpymaygp (SEQ ID NO:36)
gdtwvnmvsmvh (SEQ ID NO:37)
gytwvnmvsmvh (SEQ ID NO:38)
wtntvarlatpy (SEQ ID NO:39)
gtgalyhsrqvh (SEQ ID NO:40)
nsqtqtlhlfph (SEQ ID NO:41)
hntsanilhssh (SEQ ID NO:42)
shinptsfwpap (SEQ ID NO:43)
tfsnplymwprp (SEQ ID NO:44)
gpspfnpgptpv (SEQ ID NO:45)
fsdhksptpppr (SEQ ID NO:46)
stsvyppppsaw (SEQ ID NO:47)
yglptgqansmgl (SEQ ID NO:48)
hnrtdntyirpt (SEQ ID NO:49)
lggplgnnrpns (SEQ ID NO:50)
kpedsaaypqnr (SEQ ID NO:51)
rpedsvitktgnt (SEQ ID NO:52)
raadsgctptkh (SEQ ID NO:53)
rprtrihthrnt (SEQ ID NO:54)
rprtrihthtnv (SEQ ID NO:55)
rprtrihthtnr (SEQ 1D NO:56)
rprtrihthrkq (SEQ 1D NO:57)
rprtrihtirnr (SEQ 1D NO:58)
rrrsplhthrnr (SEQ 1D NO:59)
Irsprqrripri (SEQ ID NO:60)
rkrglrmttprp (SEQ ID NO:61)
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shyrhispagk (SEQ ID NO:62)

doble-D3-Nterminales libres: (rprtrihthrnr)2- (SEQ ID NO:63)
doble-D3-Cterminales libres: (rprtrihthrnr)2 (SEQ ID NO:64)
DB 3: rpitrirthgnr (SEQ ID NO: 65),

RD 2: ptihthnrrrrr (SEQ ID NO: 66)

RD 1: pnhhrrrrrrtl (SEQ ID NO: 67)

RD 3: rrptirhthnrr (SEQ ID NO: 68)

D3-delta-hth: rprtrirnr (SEQ ID NO:69)

NT-D3: rprtrl (SEQ ID NO: 70)

DB 1: rpitrihtnrnr (SEQ ID NO: 71),

DB 2:rpittlgthgnr (SEQ ID NO: 72),

D3: rprtrihthrnr (SEQ ID NO: 73 ()

DB 5: rpitrigthegr (SEQ ID NO. 74)

D3-delta-hth D3-delta-hth: rprtrirnrrprtrirnr (SEQ ID NO:75)
RD 2- RD 2: ptlhthnrrrrrptlhthnrrrrr (SEQ ID NO: 76)

DO 3: sgwhynwqgywwk (SEQ ID NO:77)
rprtrsgwhynwgywwkrnr (SEQ ID NO:78)
ptlsgwhynwqywwkrrrrr (SEQ ID NO:79)

Anticuerpos que se pueden usar en un procedimiento para el tratamiento (in vitro) de sangre, productos sanguineos
y/u érganos para la extraccion y/o detoxificacidon de oligémero beta-amiloide se definen a continuacion:

Anticuerpos que

a) se unen a una secuencia retro-inversa del péptido beta amiloide o fragmentos parciales de péptido beta amiloide;
ylo

b) se unen al dominio de multimerizacion del péptido beta amiloide y también al péptido beta amiloide; y/o
c) se unen a una de las secuencias mencionadas anteriormente seleccionadas del grupo:

SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15,
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ
ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID
NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID
NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID
NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID
NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64. SEQ ID
NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID
NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78 y SEQ ID
NO:79 o secuencias homologas de las mismas.

Compuestos hibridos que se pueden usar en un procedimiento para el tratamiento (in vitro) de sangre, productos
sanguineos y/u organos para la extraccion y/o detoxificacion de oligédmeros beta-amiloides se definen a
continuacion:

Compuesto hibrido de la férmula A-B donde A es un aminopirazol o un derivado del mismo y B es un péptidoy Ay B
estan covalentemente enlazados entre si directamente o mediante un enlazador.

Compuesto hibrido, caracterizado porque B es un D-péptido, caracterizado porque el D-péptido es seleccionado de
las secuencias mencionadas anteriormente.

Compuesto hibrido de formula A-B, caracterizado porque
A se selecciona del grupo de compuestos que consisten en:

acido 3-aminopirazol-5-carboxilico, derivados del mismo con grupo CH heterociclico sustituido por -CR- o -N-, -O-, -
S-, dimero y trimero o tetramero de acido 3-aminopirazol-5-carboxilico;

B se selecciona del grupo de compuestos que consiste en:

Péptido D3, SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ
ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID
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NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID
NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID
NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID
NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49, SEQ ID
NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID
NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:64. SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID
NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID
NO:78 y SEQ ID NO:79;

el enlazador se selecciona del grupo de enlaces que consiste en:
sin enlazador, GABA, TEG, TEG-dimero, PEG, alfa-aminoacidos, acido alfa-amino-omega-carboxilico.

Mediante el procedimiento segun la invencidn, se eliminan y/o detoxifican particulas patdégenas, oligdmeros beta
amiloides, es decir, se convierten a una forma inofensiva o se destruyen. Esto previene la infeccién adicional por la
retencion y multiplicacion de particulas patégenas (amiloidégenas). Los efectos sinergéticos se producen, inducidos
por los compuestos a utilizar segun la invenciéon. En particular, los co-agregados de péptidos de beta amiloide
(oligémeros) y los compuestos a utilizar segun la invencion como forma inofensiva para una prevencién o reduccion
posterior de una formacioén adicional o nueva de los agregados de beta-A. El procedimiento segun la invencién es,
por lo tanto, mas seguro que los procedimientos conocidos del estado de la técnica, ya que no tiene que producirse
una eliminacién absolutamente completa de las particulas patégenas, téxicas y/o infecciosas. La detoxificacion tiene
lugar mediante la conversién en formas inofensivas, que pueden prevenir o reducir una infeccion posterior, es decir,
la formacién de agregados A-beta.

Ejemplos:
1. Ensayo de siembra ThT: Aspectos basicos

Los péptidos amiloidogénicos tienen la capacidad de formar fibrillas amiloides. Esto puede ocurrir de forma
espontaneamente con una cierta probabilidad. Si no hay "brotes" amiloides presentes, puede pasar algun tiempo
antes de que se formen las primeras fibrillas amiloides, cuya formacion y proliferacién puede rastrearse de forma
cuantitativa mediante la fluorescencia de la tioflavina T (ThT). La ThT interactta con las fibrillas A-beta y el complejo
de fibrilas-colorante muestra una fluorescencia aumentada (Aem: 450 nm, Aex: 490 nm). El tiempo hasta que la sefal
ThT comienza a aumentar se llama "fase de retraso". Esta "fase de retraso" puede evitarse o acortarse
enormemente si se agregan "brotes" amiloides, también llamadas "semillas", a la preparacion de la agregacion. Un
ejemplo conocido es la adicion de material cerebral que contiene priones a una solucion de proteina pridnica
recombinante monomeérica, que luego forma fibrillas ThT-positivas con una "fase de retraso" significativamente
acortada. Otro ejemplo es agregar una pequefia cantidad de fibrillas amiloides Abeta a una solucién de péptido A-
beta no agregado (Abeta). También en este caso, la "fase de retraso" para la formacién de fibrillas Abeta ThT-
positivas se acorta significativamente. Como resultado, esta prueba (llamada "ensayo de siembra ThT") permite que
cualquier sustancia o mezcla de sustancias sea analizada con respecto a su contenido de amiloides con capacidad
de germinacion. Si la mezcla de sustancias agregadas a la preparacién de agregacion contiene amiloides con
capacidad de "germinacion", esto puede provocar la ausencia o el acortamiento de la "fase de retraso". Esta
caracteristica in vitro se considera a menudo andloga a la infectividad o transmisibilidad in vivo de tipo prion. En la
primera prueba de control, se examind si los agregados de Abeta formados previamente como nucleos de
agregacion en realidad acortan la "fase de retraso" de la agregacion de Abeta recién disuelto. Con este fin, se
monitorizé la fluorescencia ThT de Abeta recién disuelto en ausencia y presencia de agregados de Abeta formados
previamente. Posteriormente, se prepararon agregados Abeta, que se formaron a partir de una mezcla de Abeta (1-
42) y una sustancia inhibidora (en este ejemplo, uno de los D-péptidos D3, DB1, DB2, DB3, DB4, DB5) que debera
interferir en la formacion de las fibrillas amiloides. Los coagregados inhibidores de Abeta formados de esta manera,
tal como los agregados Abeta amiloides, se afiadieron a un ensayo de siembra ThT para determinar el potencial
amiloide restante de estos coagregados.

2. Ensayo de siembra ThT: Detalles experimentales

Se preincubd el péptido A-beta 20 uM (1-42) junto con una de las sustancias inhibidoras (20 uM) durante 7 dias a
37 °C en NaPi 10 mM pH 7,4. A continuacion, se centrifugé muestra (20 min, 16.100 x g), el pelet agregado se lavo 3
veces y se resuspendid en NaPi 10 mM pH 7,4. Analogamente, las fibrillas A3 se produjeron sin un inhibidor como
control positivo. Directamente antes del ensayo de siembra de ThT real, se mezclé AR fresco (20 pM en NaPi 10 mM
pH 7,4) (80:20 partes en volumen) con los brotes de agregacion resuspendidos, que habian surgido en presencia o
ausencia de las sustancias inhibidoras, y se afiadié ThT 10 yM. La solucion fresca de AR sirvid como referencia, que
se mezcld con solucidn tampon sin brotes de agregacion (80:20 partes en volumen) y contenia ThT 10 uM. Se
pipetearon 50 ul de la soluciéon de reaccién respectiva en un pocillo de una placa de microtitulacion negra de 384
pocillos. La fluorescencia ThT se midié6 cada 30 minutos durante 20 horas a una longitud de onda de excitacién de
440 nm y una longitud de onda de emision de 490 nm. Para la evaluacién, la intensidad de fluorescencia se corrigié
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restando el 20 % de los brotes de agregacion afiadidos y se calculd el valor medio. Se realizé una determinacion
octuple.

3. Realizacién:

La Fig. 1 muestra el curso temporal de la fluorescencia ThT en ausencia (linea continua) y presencia de agregados
de Abeta formados previamente, que se formaron sin la adicién de sustancias inhibidoras.

Se puede ver claramente que estos agregados aceleran significativamente la agregacion de Abeta fresco (At de
aproximadamente 4 h), lo que muestra claramente un efecto de siembra.

La Fig. 2 muestra el curso temporal de la fluorescencia ThT en ausencia (linea continua) y presencia de agregados
de Abeta formados previamente, que se formaron antes del comienzo del experimento con la adicion de la sustancia
inhibidora D3.

Se puede ver claramente que estos agregados no pueden acelerar la agregacion de Abeta fresco y, por lo tanto,
claramente no muestran ningun efecto de siembra.

La Fig. 3 muestra el curso temporal de la fluorescencia ThT en ausencia (linea continua) y presencia de agregados
de Abeta formados previamente, que se formaron antes del comienzo del experimento con la adicion de la sustancia
inhibidora DB1.

Se puede ver claramente que estos agregados no pueden acelerar la agregacion de Abeta fresco y, por lo tanto,
claramente no muestran ningun efecto de siembra.

La Fig. 4 muestra el curso temporal de la fluorescencia ThT en ausencia (linea continua) y presencia de agregados
de Abeta formados previamente, que se formaron antes del comienzo del experimento con la adicién de la sustancia
inhibidora DB2.

Se puede ver claramente que estos agregados no pueden acelerar la agregacion de Abeta fresco y, por lo tanto,
claramente no muestran ningun efecto de siembra.

La Fig. 5 muestra el curso temporal de la fluorescencia ThT en ausencia (linea continua) y presencia de agregados
de Abeta formados previamente, que se formaron antes del comienzo del experimento con la adicién de la sustancia
inhibidora DB3.

Se puede ver claramente que estos agregados no pueden acelerar la agregacion de Abeta fresco vy, por lo tanto,
claramente no muestran ningun efecto de siembra.

La Fig. 6 muestra el curso temporal de la fluorescencia ThT en ausencia (linea continua) y presencia de agregados
de Abeta formados previamente, que se formaron antes del comienzo del experimento con la adicién de la sustancia
inhibidora DB4.

Se puede ver claramente que estos agregados no pueden acelerar la agregacion de Abeta fresco y, por lo tanto,
claramente no muestran ningun efecto de siembra. Ademas, los coagregados DB4-Abeta incluso parecen reducir la
formacion de agregados Abeta ThT-positivos en la fase posterior.

La Fig. 7 muestra el curso temporal de la fluorescencia ThT en ausencia (linea continua) y presencia de agregados
de Abeta formados previamente, que se formaron antes del comienzo del experimento con la adicién de la sustancia
inhibidora DB5.

Se puede ver que estos agregados no pueden acelerar la agregacion de Abeta fresco y, por lo tanto, claramente no
muestran ningun efecto de siembra.

4. Resumen de los resultados:

Todos los D-péptidos probados formaron agregados con Abeta, que ya no pudieron acortar la "fase de retardo" de la
agregacion de Abeta recién disuelto. Por lo tanto, estos coagregados no son amiloidégenos.

Lista de secuencias
<110> Forschungszentrum Juelich GmbH
<120> Procedimiento para el tratamiento de sangre, productos sanguineos y érganos

<130> FZJ1205PCT
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el tratamiento fuera del cuerpo humano o animal (in vitro, ex vivo) de sangre, productos
sanguineos y/u organos mediante la eliminacién y/o detoxificacion de oligémeros beta amiloides, caracterizado
porque se usa el compuesto D-enantiomérico rprtrihthrnrrprtrihthrnr (D3D3, SEQ ID NO:13), que se une a los
oligdbmeros beta amiloides.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque antes del tratamiento se examina la sangre, los
productos sanguineos o los érganos en busca de oligdmeros beta-amiloides.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque los compuestos de la
reivindicacion 1 estan dispuestos como moléculas de captura en un soporte sobre el que se dirige una muestra que
contiene la sangre, los productos sanguineos y/o el érgano.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque las moléculas de captura estan fijadas sobre
microesferas.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque las moléculas de captura estan inmovilizadas sobre
nanoimanes.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque las moléculas de captura estan dispuestas en un
sistema de dialisis.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el portador de las moléculas de captura estd hecho
de un material biocompatible.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque los portadores son membranas, filtros, esponjas de
filtro, microesferas, varillas, cuerdas, columnas y fibras huecas.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se usa un kit para la
cuantificacion selectiva de agregados A-beta y/o para el tratamiento (in vitro) de sangre, productos sanguineos y/u
oérganos que contiene uno o varios de los siguientes componentes:

- sustrato de vidrio recubierto con una sustancia hidrofébica;
- estandar;

- molécula de captura;

- sonda;

- sustrato con molécula de captura;

- soluciones;

- tampon.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el compuesto de la
reivindicacion 1 es dirigido como moléculas de captura ex vivo sobre y/o a través de un érgano.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se detoxifican los
oligdbmeros beta-amiloides.

12. Uso del péptido D3D3 (SEQ ID NO:13) segun la reivindicacion 1 ex vivo como molécula de captura para
oligbmeros beta amiloides.

13. Uso del péptido D3D3 (SEQ ID NO:13) segun la reivindicacion 1 en el tratamiento ex vivo de sangre, productos
sanguineos y/u 6rganos para la liberacion y/o inactivacion de oligdémeros AR para la prevencién de la transmision de
la enfermedad de Alzheimer.

14. Uso del péptido D3D3 (SEQ ID NO: 13) segun la reivindicacion 1 en el tratamiento ex vivo de la enfermedad de

Alzheimer, Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt Jakob (ECJ), scrapie, encefalopatia espongiforme bovina (EEB) o
diabetes.
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Fluorescencia relativa

Fig. 3
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Fig. 5
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Fluorescencia relativa

Fig. 7
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