ES 2800028 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 800 028
Eint. a1

A61K 39/00 (2006.01)
CO7K 1/00 (2006.01)
CO7K 14/00 (2006.01)
CO7K 16/00 (2006.01)
CO7K 17/00 (2006.01)
CO08H 1/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: =~ 23.04.2013 ~ PCT/US2013/037865
Fecha y nimero de publicacién internacional: 18.09.2014 W0O14143087

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 23.04.2013 E 13878092 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 04.03.2020  EP 2968485

Tl’tulo: Vacuna peptidica para la prevencién e inmunoterapia de demencia del tipo Alzheimer

Prioridad: @ Titular/es:

15.03.2013 US 201313843883 UNITED BIOMEDICAL INC. (100.0%)
25 Davids Drive

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la Hauppauge NY 11788, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

23.12.2020 WANG, CHANG YI

Agente/Representante:
ARIAS SANZ, Juan

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 800 028 T3

DESCRIPCION
Vacuna peptidica para la prevencion e inmunoterapia de demencia del tipo Alzheimer

La presente solicitud reivindica la prioridad a la solicitud de patente de EE. UU. N° de serie 13/843.883, presentada
el 15 de marzo de 2013.

Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a una vacuna basada en péptido y a formulaciones de la misma para la
prevencion y la inmunoterapia de demencia del tipo Alzheimer.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia, un trastorno neurodegenerativo cronico,
caracterizada por una pérdida de capacidad cognitiva, anomalias graves del comportamiento y muerte. Afecta a
aproximadamente el 10 % de la poblacion mayor de 65 afios de edad y al 40 % de los mayores de 85 afios. A
diferencia de otras causas principales de muerte tales como enfermedad cardiaca, cancer y accidente
cerebrovascular, la mortalidad de la enfermedad de Alzheimer se intensificara espectacularmente en las proximas
dos a tres décadas a medida que los avances en la tecnologia médica permiten que mas individuos lleguen a la
edad de riesgo de las demencias. En los Estados Unidos, 7-8 % de todos los gastos médicos estan relacionados con
la demencia hoy en dia. Actualmente hay 2,5 a 4,0 millones de pacientes que viven con EA en los EE. UU., y 17 a
25 millones en todo el mundo. No existe ni tratamiento definitivo ni cura para esta enfermedad devastadora.

Como se definio originalmente por Alois Alzheimer (1907), dos depdsitos microscopicos, es decir, el ovillo
neurofibrilar y la placa amiloide senil, siguen siendo los distintivos patoldgicos de la enfermedad. El diagnostico
definitivo de la enfermedad de Alzheimer ha requerido tradicionalmente o biopsia o histopatologia cadavérica. Con la
reciente introduccion de ligandos que marcan placas amiloides con isétopos emisores de positrones, combinado con
pruebas cognitivas y mediciones de moléculas especificas en el liquido cefalorraquideo, ahora esta disponible el
diagnostico mas definitivo de esta enfermedad sin histopatologia.

Se han acumulado pruebas considerables que sugieren que el péptido B-amiloide (AB), el principal componente de
las placas amiloides seniles, desempefia una funcién importante en la EA. Esta disponible una revision actualizada
sobre el péptido B-amiloide (AB) (a partr del 13 de febrero de 2013) de Wikipedia en
http://en.wikipedia.org/wiki/Beta_amiloid#cite_note-wales2010-41, enlace que se incluye aqui como referencia. Es
probable que la terapia modificadora de la enfermedad satisfactoria para la EA incluya productos que afectan la
deposicion de B-amiloide en el cerebro. Se incluye por referencia como una revision del campo una publicacion
reciente de Morgan, D. en "Immunotherapy for Alzheimer’s Disease" (Morgan D. J Int Med 2011; 269:54-63), que es
relevante para la presente invencion.

El factor desencadenante, necesario pero no suficiente para la enfermedad de Alzheimer, es la acumulacion de
agregados de amiloide que consisten en el péptido AB. La genética de las formas familiares de la enfermedad de
Alzheimer y los casos de sindrome de Down (que dan como resultado la patologia precoz del Alzheimer) tienen
produccion en exceso de una forma mas larga del extremo C del péptido AB (42 aminoacidos de longitud) como
elemento comun. Este péptido AB+1.42 es propenso a formar estructuras de lamina beta y agregarse en oligobmeros y
fibrillas. Estos depésitos de amiloide pueden estar presentes una década o mas en el cerebro antes del inicio de los
sintomas cognitivos del trastorno. Una segunda etapa en la patogénesis de la enfermedad es la formacion de ovillos
neurofibrilares intraneuronales de proteina tau de unién a microtubulos hiperfosforilados. También se pueden formar
otros trastornos neurodegenerativos por la patologia tau en ausencia de depdsitos de amiloide, pero se diferencian
del Alzheimer tanto en la presentacion clinica como en la localizacion de la patologia regionalmente en el cerebro.
En modelos de raton transgénico de tau, los depdsitos de tau se pueden precipitar por inyeccion intracraneal de
amiloide o sangrado, produciendo los ratones depdsitos de ABR. Ademas, la interrupcion de la deposicion de amiloide
con inmunoterapia anti-AB puede disminuir la progresion de la patologia de tau en ratones que expresan multiples
transgenes. La patologia tau parece estar mejor correlacionada con el estado cognitivo que la patologia de amiloide,
estando de acuerdo con ello la causa mas proximal de la disfuncion mental. Por mecanismos inciertos, estas
patologias dan como resultado la pérdida de la funcién sinaptica, sinapsis, y por ultimo lugar una pérdida de
neuronas que conduce a una atrofia cerebral considerable.

Existen multiples hipotesis referentes a las etapas mecanisticas implicadas. Agregados de tamafio intermedio de
amiloide y/o tau, denominados oligémeros, se consideran una causa mas directa de toxicidad. Incluso en las
primeras etapas del trastorno, la fase de "deterioro cognitivo leve" (DCL), parece haber una acumulacion
considerable de patologia de placas y de ovillos, y pérdida de neuronas. Estas observaciones sugieren que el
tratamiento del trastorno en las etapas mas tempranas posibles, al igual que se hace con la enfermedad
cardiovascular, sera esencial para controlar la enfermedad de Alzheimer.

En 1999 se encontré un enfoque de vacuna para reducir los depdsitos de amiloide en ratones transgénicos que
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producian en exceso la proteina precursora del amiloide. A partir de entonces, se encontrd que vacunas o
inmunoterapia pasiva que se dirigia a AP rescataba los déficits de memoria en estos ratones. Los anticuerpos
especificos de AP, generados activamente por el sistema inmunitario o administrados pasivamente, reducen
coherentemente la carga de placas en diferentes modelos de raton transgénico para amiloidosis de AB. Dado el éxito
de la vacunacion en modelos animales, y la ausencia de cualquier terapia modificadora de la enfermedad alternativa
para la enfermedad de Alzheimer, se inicid un primer intento clinico para estimular el sistema inmunitario de
pacientes con EA para generar anticuerpo contra AR con una vacuna denominada AN1792, que consistid en el
péptido AB142 de longitud completa que contenia tanto epitopes de linfocitos B como T, agregados en fibrillas. Se
trataron aproximadamente 60 pacientes con una o mas dosis de la vacuna en un ensayo de seguridad de fase 1.
Una de las observaciones iniciales fue una respuesta de anticuerpos variable, dejando de generar muchas vacunas
de los paciente titulos de anticuerpos detectables contra el antigeno del péptido AR diana. Esta ausencia de
respuesta inmunitaria en muchos de los pacientes condujo a un cambio de la formulacién de la vacuna para incluir
QS-21 como adyuvante en un intento por potenciar la inmunogenicidad de la formulacion de vacuna AN1792 en el
ensayo de seguridad e inmunogenicidad de fase 2. El objetivo era inmunizar los pacientes a un titulo de anticuerpos
predeterminado mediante multiples inoculaciones. Sin embargo, se detuvieron las inmunizaciones en el plazo de un
corto tiempo desde el inicio del ensayo debido a que un pequefio porcentaje de pacientes (~6 %) desarrolld
meningoencefalopatia aséptica, una reaccion inflamatoria en el sistema nervioso central (SNC). Murieron dos
pacientes que desarrollaron estos sintomas de inflamacion del SNC, revelando las autopsias posteriores una
infiltracion de linfocitos T del CNS, evidente con signos de inflamacion de las meninges. Se llegé a la conclusion de
que la respuesta adversa de la formulacion de vacuna AN1792 era una reaccién autoinmunitaria provocada por la
vacuna (Orgogozo JM, et al., Neurology 2003; 61:46-54). Desde un punto de vista de la eficacia, no se observaron
diferencias en la tasa de encogimiento cerebral por IRM o rendimiento cognitivo entre las vacunas y los que
recibieron la vacuna de placebo.

A pesar del contratiempo de la vacuna AN1792, el desarrollo de novedosas estrategias de vacunas y adyuvantes
contra el péptido AB para la inmunoterapia de la enfermedad de Alzheimer ha sido un area de intensa creatividad.
En la mayoria de los casos, el objetivo ha sido desarrollar la activacion de linfocitos B y la produccion de
anticuerpos, con participacion minima de linfocitos T (al menos contra AB), debido a los acontecimientos adversos
encontrados en ensayos humanos con vacunas contra el péptido AB1.42 de longitud completa como se muestra en el
caso de AN 1792.

Por ejemplo, los documentos de patente US2004/0247612 y WO2008/021296 describen composiciones que
contienen un inmundgeno peptidico que comprende un epitope de linfocitos B de AR y una secuencia de linfocitos T
cooperadores.

Actualmente, aparte del producto de la presente invencion gestionado por la inventora y su equipo, existen cuatro
ensayos clinicos en fase | /Il de inmunizacion activa empleando diversos disefios y formulaciones de vacuna que se
dirigen a fragmentos de AB. Estos ensayos incluyen: ACC-001 (Elan Corporation Inc. y Wyeth) que usa como
inmunogeno el fragmento peptidico del extremo amino de AB+.7 conjugado con una proteina de toxoide diftérico;
CAD106 (ImmunodrugTM; Cytos Biotechnology AG y Novartis Pharma AG) que usa como inmunogeno el fragmento
peptidico del extremo amino de AB+s acoplado con particula de tipo virus QB; V950 (Merck) que usa como
inmunogeno péptidos del extremo amino de AR conjugados con ISCO-MATRIX; y GSK/Affiris que usa como
inmunogeno miméticos del péptido AR conjugado con moléculas de vehiculo. Ademas, existen otros enfoques de
vacuna que se dirigen a A3 como se describe en una revision por Tabira T (Tohoku J Exp Med 2010; 220:95-106).

Todos los disefios y formulaciones de vacuna que se dirigen a AB actualmente en ensayos humanos, como se ha
descrito anteriormente, padecen una débil inmunogenicidad con respuesta de anticuerpos variable por que solo
desde 30 % hasta aproximadamente 70 % a 80 % de los pacientes que recibieron estas vacunas desarrollaron
anticuerpos hacia el péptido AR diana, que complica mas cualquier analisis de eficacia adicional resultante de los
anticuerpos anti-AB generados por la vacuna. La mayoria de los disefios de vacuna son complicados, requiriendo la
conjugacion de los fragmentos del péptido AR muy cortos con una proteina grande o vehiculo de tipo particula viral,
dirigiendo asi la mayoria de las respuestas de los anticuerpos hacia el vehiculo no deseado en vez de a los péptidos
diana cortos; los disefios de vacuna complicados imponen amplios procedimientos de fabricacién, por lo que son de
dificil control de calidad y no rentables. Estas vacunas son inciertas en sus caracteristicas de seguridad debido a la
posible propiedad de activacion de Th1 del adyuvante y la formulacion usada. Ademas, a partir de esta fecha,
ninguna de estas vacunas ha mostrado eficacia clinica alguna, tal como mejoria en las funciones cognitivas en
pacientes que reciben las vacunas.

En los paises desarrollados, la EA es una de las enfermedades mas caras para la sociedad. Se deben encontrar
nuevas terapias para prevenir, retrasar la aparicion o ralentizar la progresion de la EA. A pesar de los prometedores
hallazgos de las intervenciones inmunolégicas en ratones para EA, sigue siendo un reto una vacuna humana segura
y eficaz que se dirija a AB para la prevencion y el tratamiento de la demencia del tipo Alzheimer. En vista de las
limitaciones de los disefios de vacuna y las formulaciones actualmente en ensayos preclinicos o clinicos como se
trata anteriormente, existe una necesidad sin cumplir y urgente de desarrollar una formulacién de vacuna segura y
eficaz que proporcione inmunoterapia ampliamente sensible para la prevencion y el tratamiento de demencia del tipo
Alzheimer. Cuando dicha formulacién de vacuna sea satisfactoria contra la patologia de Alzheimer, llegara a estar
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entre las estrategias comunes para prevenir la enfermedad.
Sumario de la invencion

La presente divulgacion se refiere a composiciones peptidicas que comprenden una combinacion de construcciones
de inmundégenos de péptidos AR, composiciones farmacéuticas que incluyen formulaciones de vacuna que
comprenden estas composiciones de construcciones de inmunoégenos de péptidos AB, teniendo las construcciones
de inmunoégenos de péptidos AB individuales el extremo N del péptido AR como los epitopes de linfocitos B (B)
enlazados mediante resto(s) espaciador(es) a epitopes de linfocitos T cooperadores (Th) derivados de proteinas de
patégenos que actuan juntas para estimular la generacion de anticuerpos altamente especificos dirigidos contra el
extremo N del péptido AB ofreciendo respuestas inmunitarias protectoras a pacientes en riesgo de, o con,
enfermedad de Alzheimer. Los sujetos de la presente invencion se definen en las reivindicaciones adjuntas.

En general, las construcciones de inmunoégenos de péptidos AR pueden comprender péptido AR hibrido que tiene un
sitio antigénico de linfocitos B de entre 10 y 14 aminoacidos de longitud desde el extremo amino del péptido AB1.42,
por ejemplo AB1-10, AB1-12, AB1-14, que se enlaza a un epitope Th heterdlogo derivado de proteinas de patégenos
tales como la proteina de la fusidn del virus del sarampién (MVF) (SEQ ID NO: 34) que actlan juntas para estimular
la generacion de anticuerpos altamente especificos que reaccionan de forma cruzada con el péptido AB142 de
longitud completa (SEQ ID NO: 1) en las placas seniles. Ademas, las construcciones de inmundgenos de péptidos
AB pueden contener un péptido hibrido que tiene un péptido AB1.14 de sitio antigénico de linfocitos B enlazado a
epitopes Th heterdlogos derivados de diversas proteinas de patégenos (SEQ ID NOs: 33 a 47) capaces de generar
anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con el péptido AB142 de longitud completa en las placas seniles. De
los epitopes Th heterdlogos empleados para potenciar el péptido AR+.14 del sitio antigénico de linfocitos B, los
epitopes Th derivados de los patdogenos naturales toxina diftérica (SEQ ID NO: 37), Plasmodium falciparum
(SEQ ID NO: 38), toxina del colera (SEQ ID NO: 40), y los epitopes Th artificiales idealizados derivados de la
proteina de fusion del virus del sarampion (MVF 1 a 5) y el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg 1 a 3) en
forma de o secuencia individual o secuencias combinatorias (por ejemplo, SEQ ID NOs: 34 y 41 a 47) se encuentran
de uso particular en dicha mejoria de la antigenicidad de linfocitos B mediante pruebas de cribado de la
inmunogenicidad. En otras realizaciones, se usan las composiciones peptidicas que comprenden una mezcla de
construcciones de inmundgenos de péptidos AB con epitopes Th heterélogos derivados de diferentes patégenos
para permitir la cobertura de un acervo genético tan amplio en pacientes que conduzca a un mayor porcentaje en la
tasa de respondedores tras la inmunizacion con la vacuna para el tratamiento y la prevencion de demencia del tipo
Alzheimer. En una realizacion de la presente invencion, las construcciones de inmundgenos de péptidos AR
(SEQ ID NOs: 62 y 63) con epitopes Th heterélogos derivados de MVF y HBsAg en una forma combinatoria
(SEQ ID NOs: 44 y 45) se mezclaron en una relacion equimolar para su uso en una formulacion de vacuna para
permitir la maxima cobertura de la poblacién receptora de la vacuna que tenia acervo genético distinto. Se observo
mejoria sinérgica en las construcciones de inmunogenos de péptidos AR en las composiciones peptidicas de la
presente invencion y la respuesta de anticuerpos se centrd principalmente (>90 %) en la reactividad cruzada
deseada contra AB+.42 de longitud completa sin mucha, si alguna, dirigida a los epitopes Th heterélogos empleados
para la mejoria de la inmunogenicidad. Esto contrasta fuertemente con la proteina convencional u otros vehiculos
bioldgicos usados para dicha mejoria de la antigenicidad peptidica. En otra realizacion de la presente invencion, se
mezclaron construcciones de inmundégenos de péptidos AB altamente purificadas (SEQ ID NOs: 64 y 65) con
epitopes Th heterdlogos derivados de MVF y HBsAg en una forma de secuencia unica (SEQ ID NOs: 46 y 47)
opcionalmente en una relacidon equimolar para su uso en una formulacién de vacuna para permitir la maxima
cobertura de la poblacion receptora de la vacuna que tiene acervo genético distinto.

La presente divulgacion también se refiere a composiciones farmacéuticas que incluyen formulaciones de vacuna
para el tratamiento y la prevencion de demencia del tipo Alzheimer. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas comprenden un complejo inmunoestimulante estabilizado, que se forma mediante la mezcla de un
oligémero de CpG con una composicion de péptido que contiene una mezcla de las construcciones de inmunégenos
de péptidos AB mediante asociacion electrostatica, para mejorar adicionalmente la inmunogenicidad de los péptidos
AB hacia la reactividad cruzada deseada con el AB1.42 de longitud completa presente en las placas seniles. En otra
realizacion mas, las composiciones farmacéuticas que comprenden una composicion de péptido de una mezcla de
las construcciones de inmundgenos de péptidos AR que forman un complejo inmunoestimulante estabilizado con
oligébmeros de CpG se mezclan, opcionalmente, con sales minerales, que incluyen gel de alumbre (Alhydrogel) o
fosfato de aluminio (Adjuphos) como adyuvante con alto factor de seguridad, para formar una formulacion de vacuna
en suspension para administracion a receptores de la vacuna.

La presente divulgacién también incluye métodos para el tratamiento y la prevencion de demencia del tipo
Alzheimer. Los métodos desvelados utilizan composiciones farmacéuticas que incluyen una formulaciéon de vacuna
en suspension que comprende las construcciones de inmundgenos de péptidos AR de la presente invencion, que
forman un complejo inmunoestimulante estable con oligbmeros de CpG, que se complementan adicionalmente,
opcionalmente, con sales minerales como adyuvante, para la administracion a pacientes en riesgo o con
enfermedad de Alzheimer. En estas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden las
construcciones de inmundgenos de péptidos AR y las formulaciones de vacuna derivadas de las mismas pueden
generar anticuerpos contra el péptido AB142 de longitud completa para inhibir, in vitro, la formulacion de fibrillas, y
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reducir, in vitro, la citotoxicidad hacia las células neuronales, como se ilustra por las células de la linea celular PC12,
mediada por los oligdmeros de AR agregados. En algunas realizaciones, los animales o pacientes que reciben las
formulaciones de vacuna derivadas de las construcciones de inmundégenos de péptidos AR desarrollaron anticuerpos
significativos contra el péptido AB142 de longitud completa y se encontré que sacaban dicho péptido A téxico del
sistema nervioso central a la periferia como se demuestra en los niveles elevados de AB1.40 en el plasma y el suero
de los receptores de la vacuna.

En otro aspecto de la presente invencién, se encontré sorprendentemente que las formulaciones de vacuna que
comprendian construcciones de inmundgenos de péptidos AR pueden ser ventajosamente administradas por via
intramuscular a animales de sangre caliente, especialmente a seres humanos, que padecen demencia del tipo
Alzheimer. En otro aspecto mas de la presente invencion, proporciona una forma farmacéutica para administracion
por via intramuscular de dos construcciones de inmunégenos de péptidos AR (SEQ ID NOs: 64 y 65). La forma
farmacéutica preferida para inyeccion intramuscular es una formulacion de vacuna que contiene entre 30 ug y
1000 pg/0,5ml de construcciones de inmundégenos peptidicos complejadas con oligdmeros de CpG
complementadas con 0,5 ml sales minerales como adyuvante, preferentemente entre 100 ug y 400 ug/0,5 ml, y mas
preferentemente 300 ug/0,5 ml. La forma farmacéutica es estable durante mas de 2 afios y se puede mantenera 2 a
8 °C hasta poco antes de uso. La forma farmacéutica se administra preferentemente por inyeccién intramuscular con
una jeringa al animal de sangre caliente, especialmente en el brazo. Para calentar la forma farmacéutica, la forma
farmacéutica se puede mantener a temperatura ambiente durante aproximadamente entre 15 minutos y 45 minutos,
por ejemplo 30 minutos. Preferentemente, antes de extraer el principio activo, los viales se invierten suavemente
varias veces para la dispersion de posibles particulas subvisuales.

En otro aspecto de la presente invencién, se encontré sorprendentemente que las formulaciones de vacuna que
comprenden composiciones de construcciones de inmunogenos de péptidos AB de la presente invencion se pueden
administrar ventajosamente por via intramuscular a animales de sangre caliente, especialmente a macacos de la
India y seres humanos que padecen demencia del tipo Alzheimer para generar anticuerpos altamente especificos
principalmente dirigidos contra el extremo N del péptido AB representado por el péptido AB1-10 con el aminoacido
"Acido aspartico (D)" expuesto en la parte externa de los oligémeros de péptidos AB142, agregados o en placas
seniles como se demuestra por estudios de mapeo fino de epitopes. En otro aspecto mas de la presente invencion,
se encontré sorprendentemente que las formulaciones de vacuna que comprenden construcciones de inmundgenos
de péptidos AR se pueden administrar ventajosamente por via intramuscular a animales de sangre caliente,
especialmente a macacos de la India y seres humanos que padecen demencia del tipo Alzheimer, para generar
anticuerpos altamente especificos principalmente dirigidos contra el extremo N del péptido ABi42 en todos los
animales y todos los pacientes que reciben dichas formulaciones de vacuna, alcanzando asi una tasa del 100 % de
respuesta de anticuerpos, extremadamente rara en la historia del desarrollo de vacunas. En otro aspecto mas de la
presente invenciéon, se encontré sorprendentemente que las formulaciones de vacuna que comprenden
composiciones de construcciones de inmundgenos de péptidos AB de la presente invencion se pueden administrar
ventajosamente por via intramuscular a pacientes a la edad de 60 afios 0 mas y en la categoria leve de enfermedad
de Alzheimer clinicamente, con mejora significativa en las puntuaciones de cognicion (ADAS-Cog, ADCS-CGIC,
MMSE), sin precedentes puesto que la inmunoterapia de pacientes con enfermedad de Alzheimer fue explorada por
primera vez.

En otro aspecto mas de la presente invencion, se refiere a la prevencion y el tratamiento de demencia del tipo
Alzheimer en pacientes humanos que comprende administrar 30 ug a 750 g, preferentemente 100 ug a 400 pg,
mas preferentemente aproximadamente 300 pg, a pacientes humanos en necesidad del mismo aproximadamente
una vez cada 12 semanas, preferentemente aproximadamente una vez cada 26 semanas, y en particular
aproximadamente una vez cada 52 semanas, dependiendo de la respuesta de los anticuerpos del paciente dirigida
al péptido AR de longitud completa, después de una sensibilizacion con tres inyecciones a las 0, 4 y 8 semanas
después de la inmunizacion inicial.

La utilidad de las formulaciones de vacuna y las construcciones de inmundégenos de péptidos A en el tratamiento de
los trastornos anteriormente mencionados se puede confirmar adicionalmente en estudios clinicos adecuados, por
ejemplo, aquellos descritos en los ejemplos, por ejemplo administrando un total de tres dosificaciones a las 0, 4y 12
semanas administrando cada vez 300 pg/0,5 ml/dosis de formulacion de vacuna durante un periodo de mas de 9
meses seguido. Puede haber inmunizaciones de seguimiento de una vez cada tres, seis 0 12 meses segun los
titulos de anticuerpos.

Los estudios clinicos adecuados son estudios de etiqueta abierta o en particular estudios aleatorizados, de doble
ciego, controlados por placebo, paralelos, en pacientes en riesgo de enfermedad de Alzheimer o con sintomas de
enfermedad de Alzheimer.

La presente divulgacion también proporciona un método para la fabricacion a bajo coste y control de calidad de
construcciones de inmundgenos de péptidos AR, asi como un sistema de administracion capaz de proteger los
animales y pacientes en riesgo de o con enfermedad de Alzheimer.

Se desvelan ademas anticuerpos monoclonales humanos contra AB142 inducidos por pacientes que reciben las
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formulaciones de vacuna de las construcciones de inmunégenos de péptidos AR de la presente invencion. Un
método eficiente de preparacién de los anticuerpos monoclonales humanos a partir de linfocitos B aislados de la
sangre de un paciente humano se describe por Elisabetta Traggiai et al, en Nature Medicine 10, 871-875 (2004).
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama de flujo que identifica el proceso de desarrollo, desde el descubrimiento hasta la
comercializacion (industrializacion), de una formulacién de vacuna segun una realizacion particular desvelada en
el presente documento. La presente divulgacion incluye el disefio de inmundégenos peptidicos, el disefio de
composiciones peptidicas, el disefio de formulaciones de vacuna, el disefio de antigenicidad funcional in vitro,
inmunogenicidad in vivo y el disefio del estudio de eficacia, el disefio de las pautas posoldgicas y el disefio de
protocolos clinicos resumidos en este diagrama. Se describe ademas en el presente documento la evaluacion
detallada para cada una de las etapas, con sorpresas agradables y desagradables, que conducen al éxito final
en la comercializacion de una formulacién de vacuna altamente segura y eficaz basada en disefios racionales.

La Figura 2A ilustra el perfil de HPLC de una construccion de inmundgenos de péptidos AR (SEQ ID NO: 65)
altamente purificada con tiempo de elucién de 20 minutos.

La Figura 2B ilustra el perfil de HPLC de una construccion de inmundgenos de péptidos AR (SEQ ID NO: 64)
altamente purificada con tiempo de elucién de 21 minutos.

La Figura 2C es un perfil de espectrometria de masas (MALDI-TOF) con un peso molecular medido a 3892,274
para la construccion de inmunogenos de péptidos AR (SEQ ID NO: 65), que tiene un peso molecular teérico de
3892,52, que muestra alta precision de la naturaleza molecular usada como principio activo farmacéutico en la
formulacion de vacuna para EA de UBI (UB-311).

La Figura 2D es un perfil de espectrometria de masas (MALDI-TOF) con un peso molecular medido a 4374,568
para la construccion de inmunogenos de péptidos AR (SEQ ID NO: 64), que tiene un peso molecular teérico de
4374,07, que muestra alta precision de la naturaleza molecular usada como principio activo farmacéutico en la
formulacion de vacuna para EA de UBI (UB-311).

La Figura 2E ilustra los perfiles de HPLC de construcciones de inmundégenos de péptidos AR (SEQ ID NOs: 65y
64) altamente purificadas con tiempos de elucién de 20 y 21 minutos, respectivamente. Las dos construcciones
de inmunogenos de péptidos AB (SEQ ID NOs: 64 y 65) se extrajeron de una preparacion de formulacion de
vacuna UB-311 después de un almacenamiento a 2-8 °C durante 3 afios que muestra un perfil de HPLC
esperado con el tiempo de elucién a una relacion molar igual como se mezclé previamente que ilustra la
naturaleza de alta precision de dicha formulaciéon de vacuna de disefio racional.

La Figura 3A ilustra los motivos de unién de HLA de clase Il del péptido Th de SEQ ID NO: 46 basado en una
amplia busqueda bibliografica. Se tomd la decisiéon de usar una combinacion de dos construcciones de
inmunogenos de péptidos AR (SEQ ID NOs: 64 y 65) para ampliar las respuestas inmunitarias debido a la
maxima cobertura del acervo genético de los pacientes que recibieron la vacuna.

La Figura 3B ilustra los motivos de unién de HLA de clase Il del péptido Th de SEQ ID NO: 47 basado en una
amplia busqueda bibliografica. Se tomo la decision de usar una combinacion de dos construcciones de
inmunogenos de péptidos AR (SEQ ID NOs: 64 y 65) para ampliar las respuestas inmunitarias debido a la
maxima cobertura del acervo genético de los pacientes que recibieron la vacuna.

La Figura 4 ilustra la cinética de respuesta de anticuerpos durante un periodo de 26 semanas en cobayas a las
formulaciones de vacuna que incorporan cantidades variables (desde 0, 10, 30, 100 hasta 300 ug por 0,5 ml de
dosis) de construcciones de inmunégenos de péptidos AB (SEQ ID NOs: 64 y 65) en combinacion con una
cantidad fija de sales minerales.

La Figura 5A es un esquema de la preparacion de complejos inmunoestimulantes estables de péptidos/CpG
mediante asociacion/neutralizacion de electrocarga entre las construcciones de inmunégenos de péptidos AR y
oligodesoxinucleotido (ODN) de CpG.

La Figura 5B es un esquema posterior a la Figura 5A para la preparacion de la suspension de vacuna basada en
sal mineral que contiene dichos complejos inmunoestimulantes y sal mineral basada en aluminio.

La Figura 6 ilustra la cinética de respuesta de anticuerpos durante un periodo de 10 semanas en babuinos de las
formulaciones de vacuna a 300 pg/0,5 ml/dosis de construcciones de inmundgenos de péptidos A en presencia
de diferentes adyuvantes (Alhydrogel/NaCIl+ODN de CpG; Adjuphos/NaCl+ODN de CpG; y NaCl +ODN de CpG).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 800 028 T3

Figura 7: Estudio de inmunogenicidad en cobayas de la vacuna para EA de UBI que comprende construcciones
de inmundgenos de péptidos AB (SEQ ID NOs: 64 y 65 en relacion equimolar) después de un almacenamiento
de 2 afios a 2 a 8 °C. La vacuna para EA de UBI siguié siendo altamente inmunogénica y estable después de un
protocolo estandar de sensibilizacion y refuerzo (3 wpi).

Figura 8A: Vasos cerebrales de un cerebro humano con EA no se tifien inmunohistoquimicamente con
fracciones de IgG de sueros preinmunes de babuino.

Figura 8B: Vasos cerebrales de un cerebro humano con EA muestran tincién inmunohistoquimica con IgG
purificada de los sueros hiperinmunes de babuinos inmunizados con una relacién equimolar de las
construcciones de inmundgenos de péptidos AR SEQ ID NOs: 62 y 63.

Figura 8C: Vasos cerebrales de un cerebro humano con EA no se tifien inmunohistoquimicamente con la IgG
purificada de los sueros hiperinmunes descritos para la Figura 8B que se preincub6 con péptido AB1.14. Esta
figura muestra que la preincubacion con el péptido AB+.14 absorbié toda la inmunorreactividad de vasos
cerebrales por la IgG purificada de los sueros hiperinmunes, que demuestra la alta especificidad de los sueros
hiperinmunes por la vacunacién con una formulaciéon de vacuna que comprende construcciones de inmundgenos
de péptidos AB (SEQ ID NOs: 62 y 63).

Figura 8D: Vasos cerebrales de un cerebro humano con EA muestran tincién inmunohistoquimica con IgG
purificada de los sueros hiperinmunes descritos para la Figura 8B que se preincubé con un péptido no relevante.

Figura 8E: Placas amiloides de un cerebro humano con EA no se tifien inmunohistoquimicamente con fracciones
de IgG de sueros preinmunes de babuino.

Figura 8F: Placas amiloides de un cerebro humano con EA muestran tincion inmunohistoquimica con IgG
purificada de los sueros hiperinmunes de babuinos inmunizados con una relacién equimolar de las
construcciones de inmundgenos de péptidos AR SEQ ID NOs: 62 y 63.

Figura 8G: Placas amiloides de un cerebro humano con EA no se tifien inmunohistoquimicamente con la IgG
purificada de los sueros hiperinmunes descritos para la Figura 8B que se preincubd con el péptido AB+.14. Esta
figura muestra que la preincubacion con el péptido AB+.14 absorbié toda la inmunorreactividad de vasos
cerebrales por la IgG purificada de los sueros hiperinmunes, que demuestra la alta especificidad de los sueros
hiperinmunes por vacunaciéon con una formulacion de vacuna que comprende construcciones de inmundgenos
de péptidos AB (SEQ ID NOs: 62 y 63).

Figura 8H: Placas amiloides de un cerebro humano con EA muestran tincion inmunohistoquimica con IgG
purificada de los sueros hiperinmunes descritos para la Figura 8B que se preincubé con un péptido no relevante.

Figura 9: Estudio de inmunogenicidad de la vacuna para EA de UBI en babuinos adultos, P. anubis. (Parte A)
Babuinos individuales inmunizados a las 0, 3, 6 semanas (flechas) con 300 ug por dosis de la vacuna para EA de
UBI formulada en sales minerales (¢, A, e, m) y ensayada para titulos de anticuerpos anti-AB por ELISA.
Obsérvese que tres de los cuatro babuinos generaron titulos de anticuerpos anti-AB después de la primera
inmunizacion. (Parte B) Babuinos individuales inmunizados después de un periodo de descanso de 72 semanas,
alas 78, 81 y 104 semanas (flechas), con 300 ug (dosis baja, e, m) 0 1200 ug (dosis alta, ¢, A) de la vacuna
para EA de UBI formulada en sales minerales y ensayada para titulos de anticuerpos anti-AB. Obsérvese que los
cuatro babuinos desarrollaron fuertes respuestas de anticuerpos anti-ApB después de un refuerzo con una Unica
vacuna. Al final del periodo de estudio de 2 afios, los cuatro babuinos siguieron sanos y activos.

Figura 10A: Efecto de la vacuna para EA de UBI en un modo de prevencion sobre la morfologia cerebral de la
corteza de ratones transgénicos jévenes que expresan en exceso hAPP751. Se analizaron muestras de cerebro
obtenidas de ratones transgénicos tratados con adyuvante solo, respondedores de ratones tratados con la
vacuna para EA de UBI y los ratones no tratados para la carga de placas de amiloide beta y se encontré un
numero reducido de placas y "menor tamafio medio de placas por um?" en ratones respondedores tratados para
EA de UBI cuando se compararon con los no tratados y los tratados con adyuvante solo.

Figura 10B: Efecto de la vacuna para EA de UBI en un modo de prevencion sobre la morfologia cerebral del
hipocampo de ratones transgénicos jévenes que expresan en exceso hAPP751. Se analizaron muestras de
cerebro obtenidas de ratones transgénicos tratados con adyuvante solo, respondedores de ratones tratados con
la vacuna para EA de UBI y los ratones no tratados se analizaron para la carga de placas de amiloide beta y se
encontré un numero reducido de placas y "menor tamafio medio de placas por um?" en ratones respondedores
tratados para EA de UBI cuando se compararon con los no tratados y los tratados con adyuvante solo.

Figura 11A: Efecto de la vacuna para EA de UBI en un modo preventivo sobre la concentracion de péptido
amiloide B (AB1-12) en extractos de tejido cerebral de ratones transgénicos jovenes que expresan en exceso
hAPP751. Se obtuvieron pequefas protofibrillas de la fraccion de Triton X-100 de las extracciones bioquimicas
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de tejidos cerebrales. Se encontrd que los ratones respondedores transgénicos tratados con la vacuna para EA
de UBI tenian muchas menos protofibrillas cuando se compararon con las extracciones de tejido cerebral
resultantes de las fracciones de Triton X-100 de ratones transgénicos no tratados.

Figura 11B: Efecto de la vacuna para EA de UBI en un modo preventivo sobre la concentracion de péptido
amiloide B (AB1-42) en extractos de tejido cerebral de ratones transgénicos jovenes que expresan en exceso
hAPP751. Se obtuvieron grandes oligémeros y fibrillas de la fraccién de detergente SDS de extracciones
bioquimicas de tejidos cerebrales. Se encontré6 que los ratones respondedores transgénicos tratados con la
vacuna para EA de UBI tenian muchos menos oligdmeros grandes y fibrillas cuando se compararon con las
extracciones de tejido cerebral resultantes de fracciones de SDS de ratones transgénicos no tratados.

Figura 12: Titulos medios de anticuerpos anti-AB1.14 tras el tratamiento con vacunas para EA de UBI en
pacientes. Se representaron dos conjuntos de datos con uno de los datos obtenidos entre las semanas 0 y 24/26
(n =17, linea continua) durante el periodo de ensayo y el otro de los datos obtenidos que incluyen el periodo de
observacion de seguimiento (n = 13, linea discontinua) entre las semanas 0 y 48. El logo titulos de anticuerpos
anti-AB1-14 disminuyd con el tiempo, pero siguid siendo positivo en todos los sujetos al final del estudio (semana
48).

Figura 13: Puntuaciones medias de ADAS-Cog (circulo relleno), MMSE (circulo blanco) y titulos de anticuerpos
anti-AB1.14 (barras rellenas) entre las semanas 0 y 48 en sujetos = 60 afios de edad y con puntuacion de MMSE
basal = 20 que se someten al ensayo de la vacuna para EA de UBI.

Figura 14: Cambio en las puntuaciones medias de ADAS-Cog durante un periodo de 12 meses entre las
vacunas para EA de UBI con EA leve y mayores de 60 afios de edad (circulo relleno) y las de un grupo de
placebo con EA leve en un ensayo de tarenflurbil (triangulo relleno). Seis sujetos = 60 afios de edad con EA leve
mostraron mejoria con puntuaciones reducidas cuando se evaluaron a los 4, 6, 12 meses (cambio -3,00)
después de la inmunizacién con la vacuna para EA de UBI en las semanas 0, 4, 12 en comparaciéon con los
sujetos con EA leve que recibieron un placebo en el ensayo de tarenflurbil (Green et al., JAMA 2009;
302(23):257-2564) y mostraron una mala respuesta con puntuaciones elevadas (cambio de 3,81) durante el
mismo periodo de tiempo.

Figura 15A: Estudio de inmunogenicidad en pacientes que recibieron la vacuna para EA de UBI en un ensayo
clinico de fase |I. Se evaluaron antes del tratamiento muestras de suero de los 19 individuos con enfermedad de
Alzheimer de leve a moderada (V1/V2; barras de color gris claro) y después de la inmunizacion en la semana 16
(V7; barras negras) para anticuerpos anti-Af3. Se evaluaron los titulos de anticuerpos (log1o) contra el monémero
de AB+28 por la prueba de ELISA usando muestras de suero recogidas en la visita antes del tratamiento y en la
semana 16, 4 semanas después de la ultima de las tres vacunaciones de la vacuna para EA de UBI administrada
alas 0, 4 y 12 semanas. Se encontré poca o ninguna reactividad de los anticuerpos en las muestras antes del
tratamiento (no observandose asi barras en la mayor parte de la comparacion de datos emparejados). Todos los
individuos generaron anticuerpos anti-Af de alto titulo después del tratamiento contra el monémero de AB1-2s que
estan localizados en el extremo N de péptido AR como se ilustra en la Figura 16.

Figura 15B: Estudio de inmunogenicidad en pacientes que recibieron la vacuna para EA de UBI en un ensayo
clinico de fase I. Se evaluaron antes del tratamiento muestras de suero de los 19 individuos con enfermedad de
Alzheimer de leve a moderada (V1/V2; barras de color gris claro) y después de la inmunizacion en la semana 16
(V7; barras negras) para anticuerpos anti-AB. Se evaluaron los titulos de anticuerpos (log1o) contra el monémero
de AB+42 por la prueba de ELISA usando muestras de suero recogidas en la visita antes del tratamiento y en la
semana 16, 4 semanas después de la ultima de las tres vacunaciones de la vacuna para EA de UBI administrada
alas 0, 4 y 12 semanas. Se encontré poca o ninguna reactividad de los anticuerpos en las muestras antes del
tratamiento (no observandose asi barras en la mayor parte de la comparacion de datos emparejados). Todos los
individuos generaron anticuerpos anti-Af de alto titulo después del tratamiento contra el monémero de AB142 que
estan localizados en el extremo N del péptido AR como se ilustra en la Figura 16.

Figura 15C: Estudio de inmunogenicidad en pacientes que recibieron la vacuna para EA de UBI en un ensayo
clinico de fase I. Se evaluaron antes del tratamiento muestras de suero de los 19 individuos con enfermedad de
Alzheimer de leve a moderada (V1/V2; barras de color gris claro) y después de la inmunizacion en la semana 16
(V7; barras negras) para anticuerpos anti-AB. Se evaluaron los titulos de anticuerpos (logig) contra los
oligdbmeros de AB142 por la prueba de ELISA usando muestras de suero recogidas en la visita antes del
tratamiento y la semana 16, 4 semanas después de la Ultima de las tres vacunaciones de la vacuna para EA de
UBI administrada a las 0, 4 y 12 semanas. Se encontré poca o ninguna reactividad de anticuerpos en las
muestras antes del tratamiento (no observandose asi barras en la mayor parte de la comparacion de datos
emparejados). Todos los individuos generaron anticuerpos anti-AB de alto titulo después del tratamiento contra
los oligémeros de AB1.42 que estan localizados en el extremo N del péptido AR como se ilustra en la Figura 16.

Figura 16: Mapeo de epitopes para el analisis de especificidad fina en el extremo N de AB+42 por sueros de
pacientes inmunizados con enfermedad de Alzheimer. El epitope predominante reconocido por los anticuerpos
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en las muestras de suero recogidas en la semana 16 de pacientes inmunizados con la vacuna para EA de UBI es
especifico para el péptido AB1.10. Este grafico representa una respuesta positiva tipica del mapeo de epitopes de
un individuo (P210) que recibio tres dosis de la vacuna para EA de UBI y gener6 un logo titulo de anticuerpos
anti-AB de 2,198 contra el péptido AB+.14. Se diluyd 1:50 el suero para el mapeo de epitopes. La altura de pico
indica la concentracion para inhibir el 50 % (Clso) de la muestra del sujeto a diferentes péptidos AR 10-meros
(SEQ ID NOs: 6, 8 a 30). Se observa un unico pico principal, correspondiente a inmunorreactividad altamente
especifica por la secuencia de AB del extremo amino, SEQ ID NO: 6 (AB1-10: DAEFRHDSGY).

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion se refiere a composiciones peptidicas que comprenden combinaciones de construcciones
de inmunogenos de péptidos AB, composiciones farmacéuticas que comprenden estas composiciones peptidicas en
una formulacién de vacuna, teniendo las construcciones de inmundégenos de péptidos AB individuales el extremo N
de péptido AR (AB+-14) como los epitopes de linfocitos B (B) enlazados mediante resto(s) espaciador(es) a epitopes
de linfocitos T cooperadores (Th) heterdlogos de proteinas de patdgenos que actian juntos para estimular la
generacion de anticuerpos especificos dirigidos contra el extremo N del péptido AB142 que ofrece respuestas
inmunitarias protectoras a pacientes en riesgo de, o con, enfermedad de Alzheimer.

La presente divulgacion también incluye métodos para el tratamiento y la prevencion de enfermedad de Alzheimer.
Los métodos desvelados utilizan composiciones farmacéuticas que incluyen una formulacion de vacuna en
suspension que comprende las composiciones de construcciones de inmunégenos de péptidos AR que forman,
opcionalmente, un complejo inmunoestimulante estable con oligonucleétido altamente negativamente cargado, tal
como oligémeros de CpG mediante asociacion electrostatica, complejos que se complementan adicionalmente,
opcionalmente, con sales minerales como adyuvante, para administracion a pacientes en riesgo de, o con,
enfermedad de Alzheimer. La presente divulgacion también incluye métodos que utilizan formulaciones de vacuna,
en particular a pautas posoldgicas, modos de y formas farmacéuticas para la administracion de las formulaciones de
vacuna que comprenden las construcciones de inmundgenos de péptidos AR para la prevencion y el tratamiento de
pacientes en riesgo de, o con, enfermedad de Alzheimer.

La presente divulgacion también proporciona un método para la fabricacion de bajo coste y el control de calidad de
construcciones de inmundgenos de péptidos AB y una formulacién de vacuna capaz de proteger animales y
pacientes en riesgo de, o con, enfermedad de Alzheimer. La presente invencién se refiere a un complejo
inmunoestimulante estabilizado y a un método de preparacion del complejo inmunoestimulante estabilizado. Mas
especificamente, la presente invencidon proporciona complejos inmunoestimulantes sintéticos estabilizados que
comprenden las construcciones de inmunégenos de péptidos AR y oligonucledtido altamente negativamente
cargado, tales como oligémeros de CpG, que son utiles en sistemas de administracion de vacuna con respuestas
inmunitarias mejoradas in vivo. Estos complejos inmunoestimulantes también son Utiles para preparar formulaciones
de vacuna disefiadas para servir de depésito para liberaciéon controlada.

Se desvelan ademas anticuerpos monoclonales humanos contra AB+142 inducidos por linfocitos B aislados de la
sangre de un paciente que previamente recibi6 las formulaciones de vacuna de las construcciones de inmundgenos
de péptidos AR de la presente invencion.

(a) Péptido amiloide beta (AB)

El articulo en Wikipedia titulado "Beta amyloid" proporciona una revisién actualizada del objeto
(http://en.wikipedia.org/wiki/Beta_amyloid). El enlace de internet a este articulo se proporciona aqui como una
referencia.

Amiloide beta (AR o Abeta) es un péptido de 36-43 aminoacidos que se procesa a partir de la proteina precursora del
amiloide. AB es el principal componente de los depdsitos encontrados en los cerebros de pacientes con enfermedad
de Alzheimer. También se han encontrado pruebas de que AB es un péptido altamente multifuncional con una
significativa actividad no patologica.

AR se forma después de la escision secuencial de la proteina precursora del amiloide (APP), una glucoproteina
transmembranaria de funcién indeterminada. La APP se puede procesar por a-, -y y-secretasas; la proteina Af se
genera por la accion sucesiva de las B y y secretasas. La y secretasa, que produce el extremo C del péptido AB, se
escinde dentro de la region transmembranaria de APP y puede generar varias isoformas de 36-43 restos de
aminoacidos de longitud. Las isoformas mas comunes son AB1.40 (SEQ ID NO: 2) y AB+142 (SEQ ID NO: 1); la forma
mas larga se produce normalmente por escision que ocurre en el reticulo endoplasmico, mientras que la forma mas
corta se produce por escision en la red del trans-Golgi red (Hartmann T, et al., 1997; Nature Medicine 3:1016-1020).
La forma AB1.40 es la mas comun de las dos, pero AB142 (SEQ ID NO: 1) es la mas fibrilogénica y asi se asocia a
estados de enfermedad.

Las mutaciones autosémicas-dominantes en APP provocan enfermedad de Alzheimer hereditaria de aparicion
temprana (AE familiar o EAF). Esta forma de EA solo explica no mas del 10 % de todos los casos, y la gran mayoria
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de la EA no va acompafiada de dichas mutaciones. Sin embargo, es probable que la enfermedad de Alzheimer
familiar resulte de procesamiento proteolitico alterado. Aumentos en o los niveles totales de AB o la concentracion
relativa de tanto AB140 como AB1.42 (donde el primero estd mas concentrado en las placas cerebrovasculares y el
ultimo en las placas neuriticas) participan en la patogénesis de tanto la enfermedad de Alzheimer familiar como
esporadica.

Debido a su naturaleza mas hidréfoba, AB1.42 es la forma mas amiloidogénica del péptido. Sin embargo, se conoce
que la secuencia central KLVFFAE (AB1622) (SEQ ID NOs: 31) forma amiloide por si mismo, y probablemente forma
el nucleo de la fibrilla.

La "hipétesis del amiloide" de que las placas son responsables de la patologia de la enfermedad de Alzheimer es
aceptada por la mayoria de los investigadores. Una hipétesis alternativa es que los oligdmeros de amiloide son
responsables de la enfermedad, en vez de las placas. Ratones que son genéticamente manipulados para expresar
oligbmeros pero no placas (APPE®?3Q) desarrollan la enfermedad. Es mas, los ratones que son ademas manipulados
para convertir oligdmeros en placas (APPE®%3Q X PS1AE9), no estdn mas alterados que los ratones de solo
oligdbmero. Se puede usar microscopia de fuerza atémica, que puede visualizar superficies moleculares a escala
nanomeétrica, para determinar el estado de agregacion (oligémeros) de péptido AR in vitro.

Existen muchas formas diferentes de medir el amiloide beta. Se puede medir semicuantitativamente con tincion
inmunohistoquimica, que también permite la determinacién de la localizacion. AR puede ser principalmente vascular,
como en la angiopatia amiloide cerebral, o en placas seniles y areas vasculares.

Un método altamente sensible para medir AR es mediante un enzimoinmunoanalisis de adsorcién cuantitativo
(qELISA), que utiliza un par de anticuerpos que reconocen AR.

Se pueden unir selectivamente compuestos de obtencidon de imagenes, en particular el compuesto B de Pittsburgh,
(6-OH-BTA-1, una tioflavina) y florbetapir F18 (18F-AV-45), al amiloide beta in vitro e in vivo. Esta técnica,
combinada con la obtencion de imagenes por tomografia por emision de positrones (PET), se ha usado para obtener
imagenes de areas de depdsitos de placas en pacientes con enfermedad de Alzheimer.

(b) Epitopes de linfocitos B: extremo N del péptido AR

La presente invencion se refiere a una novedosa composicion peptidica para la generacion de anticuerpos
oligoclonales de alto titulo con especificidad por el extremo N del péptido AB, con reactividades cruzadas con AR1.42
soluble y las placas en el cerebro de pacientes con EA. La especificidad por sitio de la composicion peptidica
mediante intentos de disefios racionales minimiza la generacién de anticuerpos que se dirigen a sitios irrelevantes
sobre proteinas transportadoras.

La Tabla 1 proporciona varios péptidos lineales cortos que incluyen fragmento(s) de péptidos desde el extremo N de
AB142. Los péptidos AB142 (SEQID NO: 1) y AB12s (SEQ ID NO: 3) son lo suficientemente largos como para
provocar una respuesta inmunitaria sin la necesidad de una proteina transportadora. Sin embargo, los péptidos A
de extremo N mas cortos, tales como AB1.14, AB1-12, AB1-10 (SEQ ID NOs: 4 a 6), no son inmunogénicos en si
mismos, como se muestra en la Tabla 4 del Ejemplo 7 (comparese el Grupo 3 con los Grupos 1y 2 en el estudio de
inmunogenicidad). Este resultado confirma la presencia de un epitope de linfocitos T cooperadores (Th) autélogo
entre los aminoacidos 15 y 28 que convierte el péptido AB12s en inmunogénico. Los fragmentos de AR mas cortos
pueden ser inmunopotenciados por acoplamiento quimico con una proteina transportadora, por ejemplo,
hemocianina de lapa californiana (KLH) como se muestra en el Grupo 4 de la Tabla 6 en el Ejemplo 7. Las
principales deficiencias de dichas vacunas "péptido(s) AB-vehiculo" es que la mayoria (>90 %) de los anticuerpos
generados por las combinaciones son los anticuerpos no funcionales dirigidos contra la proteina transportadora KLH,
como se muestra en la Tabla 6, Grupo 4 del Ejemplo 7 y el potencial de supresion epitdpica.

Los inmunoégenos peptidicos desvelados en el presente documento incluyen 10 a 14 aminoacidos (10- a 14-mero)
del fragmento del extremo N del péptido AB, empezando con el aminoacido Asp (D) en la posicion 1. Los
inmunogenos peptidicos completamente sintéticos que comprenden estos fragmentos del péptido AR también
contienen epitopes de linfocitos T cooperadores (Th) seleccionados (por ejemplo SEQ ID NOs: 33-47) que tienen
multiples motivos de uniéon a MHC de clase |, que provocan una respuesta inmunitaria que se centra exclusivamente
en los sitios diana del extremo N sobre el péptido AB1.42 con altas reactividades cruzadas por el péptido AB142 y las
placas seniles en el cerebro de pacientes con EA.

(c) Epitopes de linfocitos T cooperadores (epitopes Th) heterélogos

Los epitopes de linfocitos T se presentan sobre la superficie de una célula presentadora de antigenos, donde se
unen a moléculas de MHC. Los epitopes de linfocitos T presentados por moléculas de MHC de clase | normalmente
son péptidos de entre 8 y 11 aminoacidos de longitud, mientras que las moléculas de MHC de clase Il presentan
péptidos mas largos, 13-17 aminoacidos de longitud, y las moléculas de MHC no clasicas también presentan
epitopes no peptidicos, tales como glucolipidos.
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Los linfocitos T cooperadores (linfocitos Th) son un subgrupo de linfocitos, un tipo de glébulo blanco, que
desempefian una funcién importante en el sistema inmunitario, particularmente en el sistema inmunitario adaptativo.
Ayudan en la actividad de otras células inmunitarias liberando citocinas de linfocitos T. Son esenciales en el cambio
de clase de anticuerpos de linfocitos B, en la activacion y el crecimiento de linfocitos T citotoxicos, y en maximizar la
actividad bactericida de fagocitos, tales como los macréfagos.

Los epitopes de linfocitos T cooperadores (epitopes Th) son los epitopes de linfocitos T que se presentan sobre la
superficie de una célula presentadora de antigenos, donde se unen a moléculas de MHC de clase Il y tienen 13 a 17
aminoacidos de longitud, que son especificamente reconocidos por linfocitos T cooperadores, como se ha descrito
anteriormente.

Los péptidos que se unen a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase |l son cruciales
para el inicio y la regulacion de respuestas inmunitarias. La prediccion de los péptidos que se unen a una molécula
de MHC especifica desempefia una funcién importante en la determinacion de posibles candidatos para vacunas. El
surco de unién en MHC de clase |l esta abierto en ambos extremos, permitiendo que se unan péptidos mas largos
de 9-meros. Es dificil encontrar el motivo consenso que facilita la unién de péptidos a una molécula de MHC de
clase Il, debido a las diferentes longitudes de péptidos de unién y la localizacion variable del nicleo de unién 9-mero.
El nivel de dificultad aumenta cuando la molécula es promiscua y se une a un gran ndmero de péptidos de baja
afinidad.

Durante las dos ultimas décadas, la presente inventora y su equipo han identificado muchos epitopes Th posibles
con motivos de union promiscuos a las moléculas de MHC de clase Il de diferentes especies (por ejemplo, humana,
cerdo, ganado vacuno, etc.) de proteinas de muchos patégenos para su uso como epitopes Th heterogéneos para el
disefio de construcciones de inmunogenos peptidicos (Wang CY, 2004; patente de EE. UU. N° 6.713.301 B1 y Wang
CY, 2005; patente de EE. UU. N° 6.906.169), donde epitopes de linfocitos B diana especificos (por ejemplo,
fragmentos de péptidos AB) se enlazan en cualquiera del extremo N o C a dichos epitopes Th para inmunogenicidad
potenciada que genera anticuerpos especificos de alto titulo dirigidos contra los epitopes de linfocitos B mediante
disefio racional (5, 6). Se debe enfatizar que todos los inmundégenos racionalmente disefiados empleados en una
vacuna se deben validar para la eficacia de dichos epitopes Th mediante inmunizaciéon experimental como parte de
un proceso de cribado (por ejemplo, Ejemplo 7, Tablas 4, 5, 6 y 7) para seleccionar los epitopes Th 6ptimos para su
uso en formulaciones de vacuna. Un epitope Th ideal comprendera multiples motivos de unién promiscuos a MHC
de clase Il para permitir la maxima activacion de linfocitos T cooperadores conduciendo al inicio y a la regulacion de
respuestas inmunitarias, y normalmente son inmunosilenciosos en si mismos, es decir, ninguno de los anticuerpos
generados por las construcciones de inmunoégenos se dirigira hacia los epitopes Th (por ejemplo, Grupos 1, 2y 3 de
la Tabla 6 del Ejemplo 7; y Grupo 1 de la Tabla 7 en los Ejemplos 8 y 9), permitiendo asi que respuestas
inmunitarias muy centradas se dirijan principalmente hacia los epitopes de linfocito B dirigidos.

Th se refiere a una secuencia de aminoacidos (aminoacidos naturales o no naturales) que comprende un epitope
Th. El dominio Th de los péptidos objeto tiene aproximadamente 9 a aproximadamente 25 aminoacidos,
preferentemente desde aproximadamente 13 hasta aproximadamente 17 aminoacidos. Un segmento Th y analogos
inmunolégicos funcionales del mismo comprende una porcién contigua de un epitope Th que es suficiente para
potenciar o estimular una respuesta inmunitaria al fragmento del extremo N del péptido ABi42 desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 14 restos de aminoacidos (SEQ ID NOs: 4 a 6).

Los epitopes Th descritos en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, los derivados de patdgenos
extrafios, como se ejemplifica en la Tabla 2 (SEQ ID NOs: 33 - 41). Ademas, los epitopes Th incluyen Th artificial
idealizado y Th combinatorio artificial idealizado (SEQ ID NOs: 42-47). Los péptidos que comprenden Th
combinatorio se producen simultaneamente en una Unica sintesis de péptidos en fase soélida en tandem con las
secuencias de péptido(s) AR del extremo N. Los sitios Th también incluyen analogos inmunoldgicos. Los analogos
Th inmunolégicos incluyen analogos inmunopotenciadores, analogos que reaccionan de forma cruzada y segmentos
de cualquiera de estos epitopes Th. Los analogos Th inmunolégicos funcionales incluyen sustituciones
conservativas, adiciones, deleciones e inserciones desde uno hasta aproximadamente cinco restos de aminoacidos
en el epitope Th que no modifican esencialmente la funcién estimulante de Th del epitope Th como se ilustra mejor
en varias versiones del epitope Th derivado de Ths de la proteina de fusién del virus del sarampién MVF1-5
(SEQ ID NOs: 34, 41, 42, 44 y 46) y Ths del antigeno de superficie de la hepatitis B HBsAg 1-3 (SEQ ID NOs: 43,
45, 47).

Las construcciones de inmundgenos de los péptidos AB tienen el epitope Th desde aproximadamente 13 hasta
aproximadamente 20 restos de aminoacidos covalentemente unidos mediante el "espaciador A" al extremo C del
fragmento del extremo N del péptido AB1.42, asi como analogos que reaccionan de forma cruzada o funcionales de
las mismas. Los analogos que reaccionan de forma cruzada o funcionales de las construcciones de inmunégenos de
péptidos AB (por ejemplo, SEQ ID NOs: 48 a 65) desveladas en el presente documento pueden comprender ademas
sustituciones conservativas, adiciones, deleciones o inserciones de desde uno hasta aproximadamente cinco restos
de aminoacidos, a condicién de que los analogos peptidicos sean capaces de provocar respuestas inmunitarias que
reaccionan de forma cruzada con los péptidos AB1.42. Las sustituciones conservativas, adiciones e inserciones se
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pueden llevar a cabo con aminoacidos naturales o no naturales, como se define en el presente documento.

Los inmunogenos peptidicos de la presente invencion son los péptidos que contienen el fragmento del extremo N del
péptido AB142 (SEQ ID NO: 4); un espaciador (e-Lys); y un epitope Th que se selecciona de aquellos en la Tabla 2
(SEQ ID NOs: 44-47) (véanse los resultados de la prueba de inmunogenicidad en la Tabla 4 del Ejemplo 7).

También son eficaces los analogos inmunoldgicos funcionales (por ejemplo, diversas secuencias de Ths de MvF,
SEQ ID NOs: 34, 41, 42, 44 y 46; y Ths de HBsAg, SEQ ID NOs: 43, 45, 47) de los péptidos de epitopes Th. Los
analogos inmunoldgicos funcionales de las construcciones de inmunégenos de péptidos AB incluyen variantes de
SEQ ID NOs: 49-51, 54-55, 57-65 y/u homologos de SEQ ID NOs: 49-51, 54-55, 57-65 que retienen sustancialmente
la misma inmunogenicidad que el péptido original de SEQ ID NOs: 51 y 60. Por ejemplo, las variantes que son
analogos funcionales pueden tener una sustitucion conservativa en una posiciéon de aminoacido; un cambio en la
carga global; una fijacion covalente a otro resto; o adiciones, inserciones o deleciones de aminoacidos; y/o cualquier
combinacién de los mismos.

Sustituciones conservativas son cuando un resto de aminoacido se sustituye con otro resto de aminoacido con
propiedades quimicas similares. Por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina,
isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina; los aminoacidos neutros polares incluyen glicina,
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; los aminoacidos positivamente cargados (basicos)
incluyen arginina, lisina y histidina; y los aminoacidos negativamente cargados (acidos) incluyen acido aspartico y
acido glutamico.

El analogo funcional descrito tiene al menos 50 % de identidad con la secuencia de aminoacidos original.
Alternativamente, el analogo funcional tiene al menos 80 % de identidad con la secuencia de aminoacidos original.
El analogo funcional puede tener al menos 85 % o al menos 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos
original.

Se desvela ademas que el analogo inmunolégico funcional de un péptido particular contiene la misma secuencia de
aminoacidos que el péptido original e incluye ademas ftres lisinas (Lys-Lys-Lys) afiadidas al extremo amino del
péptido. La inclusion de las tres lisinas a la secuencia de péptidos original cambia la carga global del péptido original,
pero no altera la funcién del péptido original como se ilustra en la serie de péptidos Th de MVF (Tablas 2 a 7).

La Tabla 2 identifica otra variacion de un analogo funcional para el péptido de epitope Th. En particular,
SEQ ID NOs: 34 y 41 de Th de MVF1 y Th de MVF2 son analogos funcionales de SEQ ID NOs: 44 y 46 de Th de
MVF4 y Th de MVF5 en que se diferencian en el marco de aminoacidos por la delecion (SEQ ID NOs: 34 y 41) o la
inclusion (SEQ ID NOs: 44 y 46) de dos aminoacidos cada uno en los extremos N y C. Las diferencias entre estas
dos series de secuencias de analogos no afectaria la funcién de los epitopes Th contenidos dentro de estas
secuencias (por ejemplo, Grupos 7, 8, 14 de la Tabla 4 en el Ejemplo 7 frente al Grupo 1 de la Tabla 5 en el
Ejemplo 7 y Grupo 1 de la Tabla 7 en el Ejemplo 8).

En otras variaciones, los péptidos de epitopes Th heterdlogos se pueden presentar como una secuencia
combinatoria, que contiene una mezcla de restos de aminoacidos representados en posiciones especificas dentro de
la region estructural del péptido basandose en los restos variables de homdlogos para ese péptido particular. Se
puede sintetizar un ensamblaje de péptidos combinatorios en un proceso afiadiendo una mezcla de los aminoacidos
protegidos disefiados, en lugar de un aminoacido particular, en una posicion especificada durante el proceso de
sintesis. Dichos ensamblajes de péptidos de epitopes Th heterélogos combinatorios pueden permitir la amplia
cobertura de epitopes Th para animales que tienen un acervo genético distinto. Las secuencias combinatorias
representativas de péptidos de epitopes Th heterdlogos incluyen SEQ ID NOs: 42 a 45, que se muestran en la Tabla
2. Los péptidos de epitopes Th desvelados en el presente documento proporcionan una amplia reactividad e
inmunogenicidad a los animales y pacientes de poblaciones genéticamente diversas.

En general, la construccion de inmundgenos de péptidos AB desvelada se representa por la siguiente formula:
(fragmento del extremo N del péptido AB1.42)-(A)o-(Th)-X

en donde (fragmento del extremo N del péptido AB142) es un epitope de linfocitos B seleccionado del grupo que
consiste en SEQ ID NOs: 4 a 6 desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 14 restos de aminoacidos;
cada A es independientemente un aminoacido o un grupo de enlace elegido del grupo que consiste en un
aminoacido, Lys-, Gly-, Lys-Lys-Lys-, (a, e-N)Lys, o €-N-Lys-Lys-Lys-Lys (SEQ ID NOs: 32);

cada Th comprende una secuencia de aminoacidos que constituye un epitope de linfocitos T cooperadores
seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 34, 37, 38, 40 a 47 y analogos inmunoldgicos funcionales de
los mismos;

X es un a-COOH o a-CONH: de un aminoacido; y

o es desde 0 hasta aproximadamente 4.

La construccion de inmunogenos de péptidos A de la presente invencion comprende desde aproximadamente 20
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hasta aproximadamente 50 restos de aminoacidos, preferentemente desde aproximadamente 25 hasta
aproximadamente 40 restos de aminoacidos.

La separacion conformacional proporcionada por un espaciador (A) permite interacciones mas eficientes entre la
construccion de inmundgenos de péptidos AR presentada y los linfocitos Th y linfocitos B apropiados y asi potencia
la inmunogenicidad de las construcciones de inmundgenos de péptidos AB o analogos inmunoldgicos funcionales
reactivos de forma cruzada de los mismos.

(d) Composiciones:

(i) Composiciones peptidicas:

Las composiciones de la presente divulgacion contienen una combinacion de construcciones de inmunégenos de
péptidos AB. Las composiciones peptidicas que comprenden una mezcla de las construcciones de inmundgenos de
péptidos AB con dos o mas de los epitopes Th se pueden preparar en una formulacion farmacéutica / de vacuna
para permitir la mejoria sinérgica de la inmunoeficacia en una poblaciéon genética mas amplia debido a una cobertura
mas amplia del MHC de clase II. Dichas composiciones pueden proporcionar una respuesta inmunitaria mejorada a
los fragmentos del péptido AB+.s2.

Mas especificamente, las composiciones peptidicas contienen construcciones de inmundgenos de péptidos AR que
tienen la secuencia seleccionada de SEQ ID NOs: 62, 63, 64 y 65 (por ejemplo SEQ ID NOs: 62 y 63 como una
mezcla equimolar como se muestra en el Ejemplo 7 o SEQ ID NOs: 64 y 65 como otra mezcla equimolar en los
Ejemplos 8,9y 10).

(i) Composiciones farmacéuticas:

La presente divulgacion también se refiere a composiciones que contienen una mezcla de construcciones de
inmunogenos de péptidos AR que son composiciones farmacéuticas para tratar y/o prevenir demencia del tipo
Alzheimer en pacientes en riesgo de, o con, EA.

Las composiciones se pueden preparar en forma liquida (por ejemplo, disoluciones o suspensiones). Normalmente,
las composiciones se preparan como inyectables, ya sea como disoluciones o suspensiones liquidas. También se
pueden preparar vehiculos liquidos antes de la inyeccion. Las formulaciones adecuadas adicionales para otros
modos de administracién incluyen aplicaciones orales e intranasales. Las dosis eficaces de las composiciones de la
presente invencioén, para el tratamiento de las afecciones anteriormente descritas, varian dependiendo de muchos
factores diferentes, que incluyen medios de administracion, sitio diana, estado fisioldgico del paciente, si el paciente
es humano o un animal, otras medicaciones administradas y si tratamiento es profilactico o terapéutico.
Normalmente, el paciente es un humano, pero también se pueden tratar mamiferos no humanos que incluyen
mamiferos transgénicos.

Las composiciones farmacéuticas se formulan para contener una cantidad eficaz de construccién de inmundgenos
de péptidos AR y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas también se formulan
en una forma unitaria de dosificacion adecuada que contiene, en general, desde aproximadamente 0,5 ug hasta
aproximadamente 1 mg del inmundégeno por kg de peso corporal. Cuando se administra en dosis multiples, las
composiciones farmacéuticas se pueden dividir convenientemente en una cantidad apropiada por forma unitaria de
dosificacion. La dosificacion administrada dependera de la edad, peso y salud general del sujeto, como se conoce
bien en las ciencias de las vacunas y terapéuticas.

(iii) Formulaciones farmacéuticas de vacuna:

En ciertas realizaciones, se usa una composicion farmacéutica que comprende construcciones de inmundgenos de
péptidos AR para provocar una respuesta inmunitaria al extremo N del péptido AB en un receptor de la vacuna. Las
composiciones farmacéuticas que contienen construcciones de inmundégenos de péptidos AB de la presente
invencion se pueden usar como una vacuna para la prevencion y el tratamiento de demencia del tipo Alzheimer para
los receptores de la vacuna o pacientes en riesgo de, o con, EA.

Ademas, las composiciones pueden contener vehiculos y/u otros aditivos en un sistema de administracion
farmacéuticamente aceptable. Por consiguiente, una composicién que contiene las construcciones de inmunégenos
de péptidos AR se puede formular como una formulacidon de vacuna farmacéutica usando adyuvantes, vehiculos
farmacéuticamente aceptables u otros componentes que incluyen adyuvantes inmunoldgicos rutinariamente
proporcionados en las formulaciones de vacuna. Un adyuvante inmunolégico se define como "cualquier sustancia
que actua acelerando, prolongando o potenciando las respuestas inmunitarias especificas de antigeno sin tener
ningun efecto especifico antigénico por si misma cuando se usa en combinacién con antigenos de vacuna
especificos". Existen muchos adyuvantes conocidos en uso generalizado, que incluyen aceites, sales de aluminio y
virosomas. Dos sales comunes que incluyen fosfato de aluminio (por ejemplo, Adjuphos) e hidréxido de aluminio (por
ejemplo, Alhydrogel) son los adyuvantes mas comunes en las vacunas humanas. Los expertos en la técnica
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conocen bien los métodos de seleccion de las sales minerales y de determinacién de la concentracion preferida de
sal mineral a emplear o combinaciones de la misma.

Entre otros componentes que también se pueden usar como adyuvantes en la presente invenciéon se incluyen
liposina, saponina, escualeno, L121, Emulsigen, monofosforil lipido A (MPL), QS21, ISA35, ISA206, ISA50V, ISA51
e ISA720 asi como los otros adyuvantes y emulsionantes eficaces. En una realizacion particular, el vehiculo de
administracion y adyuvante es Montanide™ ISA51 (una composicion de adyuvante de vacuna de aceite que
comprende aceite vegetal y oleato de manida para la producciéon de emulsiones de agua en aceite), Tween® 80
(también conocido como: Polisorbato 80 o monooleato de polioxietilen (20)-sorbitano), un oligonucleétido de CpG,
y/o cualquier combinacion de los mismos. En ofra realizacion, la composicion farmacéutica es una emulsion de agua
en aceite en agua (es decir, w/o/w) con Emulsigen o Emulsigen D como adyuvante.

Las composiciones farmacéuticas como vacunas se pueden formular como formulaciones de liberacion inmediata o
de liberacién sostenida. Ademas, las composiciones farmacéuticas se pueden formular para la induccion de
inmunidad mucosa sistémica o localizada, mediante atrapamiento de inmundgenos y administracion conjunta con
microparticulas. Dichos sistemas de administracion son facilmente determinados por un experto habitual en la
técnica.

Diversas formulaciones de vacuna que contienen construcciones de inmundgenos de péptidos AB de la presente
divulgacion son eficaces para la proteccion y el tratamiento de demencia del tipo Alzheimer en los receptores de la
vacuna o pacientes en riesgo de, o con, EA.

(iv) Complejos inmunoestimulantes de péptidos AB:

Segun la invencion, las composiciones farmacéuticas contienen complejos inmunoestimulantes que comprenden (a)
oligonucledtido de CpG y (b) construcciones de inmundégenos de péptidos AB. Dichos complejos inmunoestimulantes
se adaptan especificamente para actuar de adyuvante y como estabilizador de los inmundgenos peptidicos. Los
complejos inmunoestimulantes estan en forma de una particula, que puede presentar eficientemente construcciones
de inmundgenos de péptidos AR a las células del sistema inmunitario para producir una respuesta inmunitaria. Los
complejos inmunoestimulantes se pueden formular como una suspension para administracion parenteral. Los
complejos inmunoestimulantes también se pueden formular en forma de emulsiones w/o, como una suspension en
combinacién con una sal mineral o con un polimero de gelificacion in situ para la eficiente administracion de las
construcciones de inmundgenos de péptidos AB a las células del sistema inmunitario de un receptor de la vacuna
tras la administracion parenteral, para producir una respuesta inmunitaria anti-Af con beneficio protector. La
presente invencion se refiere a un complejo inmunoestimulante estabilizado que comprende una construccion
catiénica de inmundégenos de péptidos AB y una molécula aniénica u oligonucledtido o polinucledtido y
combinaciones de los mismos y un método estabilizacién de una construccion catiénica de inmunégenos de
péptidos AR por complejacion con una molécula anionica u oligonucleétido o polinucledtido mediante asociacion
electrostatica. EI complejo inmunoestimulante estabilizado se puede incorporar en una composicion farmacéutica
como un sistema de administracion de inmundgenos.

Una construccion de inmunodgenos de péptidos AR que es un "péptido catidnico" como se describe en el presente
documento se refiere a un péptido que esta positivamente cargado a un pH en el intervalo de 5,0 a 8,0. La carga
neta sobre el péptido o las mezclas de péptidos se calcula asignando una carga +1 a cada lisina (K), arginina (R) o
histidina (H), una carga -1 a cada acido aspartico (D) o acido glutamico (E) y una carga de 0 para el otro aminoacido
dentro de la secuencia. Las contribuciones de carga de los grupos terminales de amina del extremo N (+1) y
carboxilato del extremo C (-1) de cada péptido se cancelan eficazmente entre si cuando no se sustituyen. Se suman
las cargas para cada péptido y se expresan como la carga promedio neta. Un inmundgeno peptidico adecuado tiene
una carga positiva promedio neta de +1. Preferentemente, el inmundgeno peptidico tiene una carga positiva neta en
el intervalo que es mayor que +2.

Una "molécula anidnica" como se describe en el presente documento se refiere a una molécula que esta
negativamente cargada a un pH en el intervalo de 5,0-8,0. La carga negativa neta en el oligémero o polimero se
calcula asignando una carga -1 para cada grupo fosfodiéster o fosforotioato en el oligdmero. Un oligonucleétido
aniénico adecuado es una molécula de ADN monocatenaria con 8 a 64 bases de nucleétidos, con el nimero de
repeticiones del motivo CpG en el intervalo de 1 a 10. Preferentemente, las moléculas de ADN monocatenarias
inmunoestimulantes de CpG contienen 18-48 bases de nucledtidos, con el nimero de repeticiones del motivo CpG
en el intervalo de 3 a 8.

Mas preferentemente, el oligonucleétido anidnico se representa por la férmula: 5' X'CGX? 3' en donde C y G no
estan metilados; y X' se selecciona del grupo que consiste en A (adenina), G (guanina) y T (timina); y X2 es C
(citosina) o T (timina). O, el oligonucledtido anidnico se representa por la formula: 5' (X3),CG(X*); 3' en donde Cy G
no estan metilados; y X3 se selecciona del grupo que consisteen A, ToG;y X*es Co T.

El complejo inmunoestimulante resultante esta en forma de particulas con un tamafio normalmente en el intervalo
desde 1-50 micrometros y es una funcion de muchos factores que incluyen la estequiometria de carga relativa y el
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peso molecular de las especies que interaccionan. El complejo inmunoestimulante en particulas tiene la ventaja
afiadida de proporcionar adyuvantacion y regulacion por incremento de respuestas inmunitarias especificas in vivo.
Ademas, el complejo inmunoestimulante estabilizado es adecuado para preparar formulaciones de vacuna por
diversos procesos que incluyen emulsiones de agua en aceite, suspensiones de sales minerales y geles poliméricos.

(e) Métodos de fabricacion

La presente divulgacion también se refiere a métodos para la fabricacion de las construcciones de inmundgenos de
péptidos AR, composiciones y composiciones farmacéuticas, formulaciones de vacuna para provocar respuestas
inmunitarias y proteger los pacientes en riesgo de, o con, EA.

(i) Métodos de fabricacién de las construcciones de inmundgenos de péptidos AB.

Los inmundgenos peptidicos de la presente invencion se pueden preparar por métodos de sintesis quimica bien
conocidos por el experto en la técnica. Véanse, por ejemplo, Moore V. Capitulo 2 en Synthetic Peptides: A User’s
Guide, ed. GA Grant, W. H. Freeman & Co., New York, NY, 1992, p. 63-67. Por tanto, los péptidos se pueden
sintetizar usando las técnicas automatizadas de Merrifield de sintesis en fase sélida con el a-NH; protegido por o
quimica de t-Boc o de F-moc usando aminoacidos protegidos en la cadena lateral en, por ejemplo, un sintetizador de
péptidos de Applied Biosystems modelo 430A o 431. La preparacion de construcciones de péptidos que comprenden
péptidos de bibliotecas combinatorias para epitopes Th se puede llevar a cabo proporcionando una mezcla de
aminoacidos alternativos para acoplamiento en una posicién variable dada.

Después del ensamblaje completo del inmundgeno peptidico deseado, la resina se trata segun procedimientos
convencionales para escindir el péptido de la resina y desbloquear los grupos funcionales en las cadenas laterales
de aminoacidos. El péptido libre se purifica por HPLC y se caracteriza bioquimicamente, por ejemplo, por analisis de
aminoacidos o por secuenciacion. Un experto habitual en la técnica conoce bien los métodos de purificacion y
caracterizacion para péptidos.

El inmundgeno de la presente invencion también se puede preparar como un polimero ramificado por sintesis de la
construccion peptidica deseada directamente sobre una resina de nucleo de poli-lisilo ramificada (Wang, et al.,
Science, 1991; 254:285-288).

La calidad de los péptidos producidos por este proceso quimico se puede controlar y definir y, como resultado, se
puede asegurar la reproducibilidad de la antigenicidad, inmunogenicidad y rendimiento. La descripcion detallada de
la fabricacion del péptido relacionado con AR o construcciones de inmundgeno peptidico mediante sintesis de
péptidos en fase sdlida se muestra en el Ejemplo 1.

Durante 25 afios de experiencia en aplicaciones inmunoldgicas de péptidos sintéticos, el solicitante ha encontrado
que el intervalo en variabilidad estructural que permite la retencion de una actividad inmunoldgica prevista es mucho
mas complaciente que el intervalo en la variabilidad estructural permitida para la retencién de una actividad de
farmaco especifica por un farmaco de molécula pequefa o las actividades deseadas y toxicidades no deseadas
encontradas en grandes moléculas que son producidas conjuntamente con farmacos bioldgicamente obtenidos. Asi,
los analogos de péptidos, ya sea disefiados deliberadamente o producidos inevitablemente por errores del proceso
sintético como una mezcla de subproductos de secuencias de delecidon que tienen propiedades cromatograficas e
inmunoldgicas similares al péptido previsto, son frecuentemente tan eficaces como una preparacion purificada del
péptido deseado. Los analogos disefiados y las mezclas de analogos accidentales son eficaces en tanto que se
desarrolle un procedimiento de QC exigente para monitorizar tanto el proceso de fabricacién como el proceso de
evaluacion de los productos para garantizar la reproducibilidad y eficacia de los productos finales que emplean estos
péptidos.

Los péptidos también se pueden preparar usando tecnologia de ADN recombinante que incluye moléculas de acidos
nucleicos, vectores y/o células hospedadoras. Como tales, las moléculas de acidos nucleicos que codifican las
construcciones de inmunogenos de péptidos AR y analogos inmunologicamente funcionales de las construcciones
de inmundgenos de péptidos AB y analogos/homdlogos de las mismas también estan englobadas por la presente
divulgacion como parte de la presente invencion. Similarmente, también estan englobados por la presente
divulgacién como parte de la presente invencion vectores, que incluyen vectores de expresion, que comprenden
moléculas de acidos nucleicos, asi como células hospedadoras que contienen los vectores.

Diversas realizaciones a modo de ejemplo también engloban métodos de produccion de las construcciones de
inmundgenos de péptidos AR y analogos inmunolégicamente funcionales de las construcciones de inmunégenos de
péptidos AB. Por ejemplo, los métodos pueden incluir una etapa de incubar una célula hospedadora que contiene un
vector de expresion que contiene una molécula de acido nucleico que codifica construcciones de inmundgenos de
péptidos AB y/o analogo inmunolégicamente funcional de las mismas en dichas condiciones donde se expresa el
péptido y/o analogo. Se pueden sintetizar inmundgenos peptidicos sintéticos mas largos por técnicas de ADN
recombinante bien conocidas. Se proporcionan dichas técnicas en manuales estandar bien conocidos con protocolos
detallados. Para construir un gen que codifica un péptido de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos se
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traduce de forma inversa para obtener una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos,
preferentemente con codones que son optimos para el organismo en el que el gen se va a expresar. A continuacion,
se prepara un gen sintético, normalmente sintetizando oligonucleétidos que codifican el péptido y cualquier elemento
regulador, si fuera necesario. El gen sintético se inserta en un vector de clonacion adecuado y se transfecta en una
célula hospedadora. Entonces se expresa el péptido en condiciones adecuadas apropiadas para el sistema de
expresion seleccionado y el hospedador. El péptido se purifica y se caracteriza por métodos convencionales.

(ii) Métodos para la fabricacién de complejos inmunoestimulantes

Diversas realizaciones a modo de ejemplo también engloban los meétodos de produccion de complejos
inmunoestimulantes (ISC) que comprenden construcciones de inmunégenos de péptidos AB y molécula de
oligodesoxinucledtido (ODN) de CpG. En una realizacién, como se ilustra en la Figura 5A, los complejos
inmunoestimulantes estabilizados se obtienen de péptidos catidnicos y una molécula de ODN de CpG polianidnica.
La Figura 5A ilustra un sistema de autoensamblaje accionado por neutralizacion de carga electrostatica. La
estequiometria de la relacién de carga molar entre el péptido catiénico y el oligdmero anidnico determina el grado de
asociacion. La asociacion electrostatica no covalente de inmunoégenos peptidicos y ODN de CpG es un proceso
completamente reproducible. EI complejo inmunoestimulante de péptidos/lODN de CpG se autoagrega y facilita la
presentacion a las células de procesamiento de antigenos (APC) "profesionales" del sistema inmunitario,
potenciando asi adicionalmente la inmunogenicidad de los complejos. Estos complejos se caracterizan faciimente
para control de calidad durante la fabricacién. Los ISC de péptidos/CpG son bien tolerados in vivo.

En una realizacion, la formulacion de vacuna (la vacuna para EA de UBI) emplea dos construcciones de
inmunogenos de péptidos AB (SEQ ID NOs: 64 y 65), preparadas en una relacion equimolar, mezcladas con un ODN
de CpG patentado que da como resultado la formacién espontanea de complejos inmunoestimulantes en disolucion,
como se describe en los Ejemplos 8 y 9. Este novedoso sistema de particulas, que comprende ODN de CpG y
construcciones de inmundégenos de péptidos AB, se disefid para aprovechar la mitogenicidad generalizada de
linfocitos B asociada al uso de ODN de CpG, pero promueve respuestas equilibradas de tipo Th-1/Th-2.

El ODN de CpG en la formulacién de vacuna desvelada se une 100 % al inmundégeno en un proceso mediado por la
neutralizacion electrostatica de carga opuesta, dando como resultado la formaciéon de particulas de tamarfio
micrométrico. La forma en particulas permite una dosificacion significativamente reducida de CpG del uso
convencional de adyuvantes de CpG, tiene menos potencial de respuestas inmunitarias innatas adversas y facilita
las vias alternativas de procesamiento de inmundgenos que incluyen células presentadoras de antigenos (APC). Por
consiguiente, las formulaciones desveladas (las vacunas para EA de UBI) son conceptualmente novedosas y
ofrecen ventajas que promueven la estimulacién de respuestas inmunitarias por mecanismos alternativos.

(iii) Métodos para la fabricacién de formulaciones de vacuna.

Diversas realizaciones a modo de ejemplo también engloban formulaciones de vacuna que emplean emulsiones de
agua en aceite y en suspension con sales minerales, como se muestra en la Figura 5B. Con el fin de una vacuna
disefiada para ser usada por una gran poblacion y siendo también la prevencion parte del objetivo para
administracion, la seguridad llega a ser otro factor importante a tener en cuenta. A pesar del uso de emulsiones de
agua en aceite en seres humanos para muchas formulaciones de vacuna en ensayos clinicos, el alumbre sigue
siendo el principal adyuvante para su uso en formulaciones de vacuna debido a sus décadas de pruebas de
seguridad. Se usaron alumbre o sus sales minerales Adjuphos (fosfato de aluminio) como adyuvantes en la
preparacion para aplicaciones clinicas, como se ilustra en los Ejemplos 8 y 9.

(f) Métodos para el tratamiento y la prevencion de enfermedad de Alzheimer

(i) Pautas de tratamiento

En aplicaciones profilacticas, las composiciones farmacéuticas se administran a un paciente susceptible a, o en
riesgo de, enfermedad de Alzheimer en una cantidad suficiente para eliminar o reducir el riesgo, reducir la intensidad
o retrasar la aparicion de la enfermedad (bioquimica, histolégica y/o conductual), que incluye sus complicaciones y
fenotipos patoldgicos intermedios en el desarrollo de la enfermedad.

En aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que se sospecha que, o que ya
padece, dicha enfermedad en una cantidad suficiente para curar, o al menos detener parcialmente, los sintomas de
la enfermedad (bioquimica, histolégica y/o conductual), que incluye sus complicaciones y fenotipos patoldgicos
intermedios en el desarrollo de la enfermedad.

En algunos métodos, la administracion de agente reduce o elimina el deterioro cognitivo leve en pacientes que
todavia no han desarrollado la patologia caracteristica del Alzheimer. Una cantidad adecuada para realizar el
tratamiento terapéutico o profilactico se define como una dosis terapéuticamente o profilacticamente eficaz. En tanto
las pautas profilacticas como terapéuticas, normalmente se administran agentes en varias dosificaciones hasta que
se haya logrado una respuesta inmunitaria suficiente. Normalmente, se monitoriza la respuesta inmunitaria y se
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administran dosificaciones repetidas si la respuesta inmunitaria empieza a desvanecerse.

(ii) Pacientes susceptibles al tratamiento

Los pacientes susceptibles al tratamiento incluyen individuos que estan en riesgo de desarrollar enfermedad de
Alzheimer, pero que no muestran sintomas, asi como pacientes que estan actualmente mostrando sintomas.

El término "tratamiento profilactico”, como se usa en el presente documento, se refiere a un tratamiento que tiene
como objetivo detener los procesos patdgenos que conducen a la enfermedad.

El término "tratamiento”, como se usa en el presente documento, se refiere a un tratamiento que tiene como objetivo
detener los procesos patégenos que conducen a la progresion de la enfermedad y/o tiene efectos sintomaticos.

Practicamente todas las personas estan en riesgo de padecer enfermedad de Alzheimer si viven tiempo suficiente.
Por tanto, los presentes métodos se pueden administrar profilacticamente a la poblacion general sin necesidad de
evaluacion alguna del riesgo del paciente sujeto (es decir, cualquier persona viva pueden cumplir los requisitos como
paciente). Los presentes métodos son especialmente Utiles para individuos que tienen un riesgo genético conocido
de enfermedad de Alzheimer. Dichos individuos incluyen los que tienen parientes que han padecido esta
enfermedad, y aquellos cuyo riesgo se determina por andlisis de marcadores genéticos o bioquimicos. Los
marcadores genéticos de riesgo hacia la enfermedad de Alzheimer incluyen mutaciones en el gen APP,
particularmente mutaciones en la posicién 717 y posiciones 670 y 671 denominadas las mutaciones de Hardy y
Swedish, respectivamente (véase Hardy J. Trends in Neurosciences 1997; 20:154-159). Otros marcadores de riesgo
son mutaciones en los genes de presenilina, PS1 y PS2, y ApoE4, antecedentes familiares de EA,
hipercolesterolemia o aterosclerosis.

En general, se seleccionan pacientes de un grupo en riesgo de sujetos que consiste en pacientes con deterioro
cognitivo leve, pacientes con genotipos conocidos por estar asociados a enfermedad de Alzheimer, pacientes con
trisomia 21 (es decir, posible paciente con sindrome de Down), pacientes con marcadores sustitutos que indican
riesgo de enfermedad de Alzheimer.

En pacientes asintomaticos, el tratamiento puede empezar a cualquier edad (por ejemplo, 10, 20, 30 afios). No es
necesario empezar el tratamiento hasta que un paciente llegue a los 40, 50, 60 o 70 afios. En el caso de posibles
pacientes con sindrome de Down, el tratamiento puede empezar prenatalmente administrando agente terapéutico a
la madre o poco después del nacimiento.

Los individuos que actualmente padecen enfermedad de Alzheimer pueden ser reconocidos por la demencia
caracteristica, que, como se usa en el presente documento, se refiere en particular a una enfermedad como se
define segun los criterios del Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 42 edicion (DSM-IV), asi como la
presencia de los factores de riesgo descritos anteriormente. Ademas, estan disponibles varias pruebas diagnosticas
para identificar individuos que tienen EA. Estas incluyen medicion de niveles de tau y AB142 en LCR. Los elevados
niveles de tau y reducidos de AB142 significan la presencia de EA. Los individuos que padecen enfermedad de
Alzheimer también se pueden diagnosticar por los criterios de Alzheimer de NINCDS-ADRDA.

El tratamiento conlleva normalmente multiples dosificaciones durante un periodo de tiempo. El tratamiento se puede
monitorizar ensayando las respuestas de anticuerpos, o linfocitos T o linfocitos B activados, al agente terapéutico
(por ejemplo, ELISA de AB1.42) con el tiempo. Si fracasa la respuesta, se indica una dosis de refuerzo.

Se han acumulado pruebas considerables que sugieren que el péptido B-amiloide, el principal componente de las
placas amiloides seniles, desempefa una funcién causal en la EA. Es probable que la terapia modificadora de la
enfermedad satisfactoria para la EA incluya productos que afectan la deposicion de 3-amiloide en el cerebro. Los
anticuerpos especificos de AR, generados activamente por el sistema inmunitario o administrados pasivamente,
reducen coherentemente la carga de placas en diferentes modelos de ratdn transgénico. Se tuvo que suspender un
primer intento clinico para estimular el sistema inmunitario de pacientes con EA para generar anticuerpos anti-A,
sin embargo, debido a efectos secundarios no aceptables (meningoencefalitis en 6 % de los pacientes tratados,
Orgogozo JM, et al. Neurology 2003; 61: 46-54).

Sorprendentemente, no se observan reacciones inmunitarias adversas o incidencia de microhemorragias con la
formulacién actualmente desvelada (la vacuna para EA de UBI) empleando dos construcciones de inmundgenos de
péptidos AB1.14 (SEQ ID NOs: 64 y 65), a una relacion equimolar, enlazadas a dos epitopes T cooperadores
artificiales idealizados derivados de la proteina de fusion del virus del sarampion (MVF) y el antigeno de superficie
de la hepatitis B (HBsAg), respectivamente.

En un aspecto del método desvelado, se encontré sorprendentemente que las construcciones de inmundgenos de

péptidos AB se pueden administrar ventajosamente por via intramuscular a animales de sangre caliente,
especialmente seres humanos, que padecen demencia.
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En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona una forma farmacéutica para administracion por via
intramuscular de las construcciones de inmunogenos de péptidos AB. La forma farmacéutica preferida para
intramuscular de las construcciones de inmundgenos de péptidos AB es una formulacion de vacuna que contiene
entre 30 ug y 1000 pg/0,5 ml/dosis de construcciones de inmundgenos peptidicos complejadas con ODN de CpG en
presencia de sales minerales como adyuvante, preferentemente entre 100 ug y 400 pg/0,5 ml/dosis, y mas
preferentemente 300 ug/0,5 ml/dosis. La forma farmacéutica se puede mantener a 2 a 8 °C hasta poco antes de uso.
La forma farmacéutica se administra preferentemente por inyeccion intramuscular con una jeringa al animal de
sangre caliente, especialmente en el brazo. Para calentar la forma farmacéutica, la forma farmacéutica se puede
mantener a temperatura ambiente durante aproximadamente entre 15 minutos y 45 minutos, por ejemplo 30
minutos. Preferentemente, antes de extraer el principio activo, los viales se invierten suavemente varias veces para
la dispersioén de posibles particulas subvisuales.

En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere a un método de prevencioén y tratamiento de demencia en
pacientes humanos que comprende administrar 30 uyg y 1000 pg/0,5 ml por dosis, preferentemente 100 ug y
400 pg/0,5 ml por dosis, mas preferentemente aproximadamente 300 ug/0,5 ml por dosis, a pacientes humanos en
necesidad del mismo aproximadamente una vez cada 12 semanas, preferentemente aproximadamente una vez
cada 26 semanas, en particular aproximadamente una vez 52 semanas, después de la sensibilizacion inicial a las 0,
4 y 8 semanas después de la inmunizacion inicial. La frecuencia de inyeccion puede variar dependiendo de la
respuesta del paciente. Por ejemplo, la frecuencia de administracion puede variar si la inyeccion se tiene que
administrar segun los titulos de anticuerpos.

La utilidad de las construcciones de inmundgenos de péptidos AR en el tratamiento de los trastornos anteriormente
mencionados se puede confirmar en estudios clinicos adecuados, por ejemplo, administrando un total de tres
dosificaciones a las 0, 4 y 12 semanas administrando cada vez 300 ug/0,5 ml por dosis de la formulacion de vacuna
y luego seguido durante un periodo de mas de 9 meses, tal como los descritos en los Ejemplos. Puede haber
inmunizaciones de seguimiento de una vez cada tres, seis 0 12 meses segun los titulos de anticuerpos.

Los estudios clinicos adecuados son estudios de etiqueta abierta o en particular estudios aleatorizados, de doble
ciego, controlados por placebo, paralelos, en pacientes en riesgo de enfermedad de Alzheimer o con sintomas de
enfermedad de Alzheimer.

Una realizacion especifica engloba la formulacién de vacuna (la vacuna para EA de UBI) que contiene una mezcla
de dos construcciones de inmundgenos de péptidos AR (SEQ ID NOs: 64 y 65) cada una con el extremo N (AB1-14,
SEQ ID NO: 4) de péptido AB142 sintéticamente enlazado a epitopes T cooperadores (Th) (SEQ ID NOs: 46 y 47),
que carecen de los efectos toxicos observados con epitopes Th autélogos en pacientes que reciben la vacuna AN-
1792 (AB+1-42 agregado, Elan/Wyeth). Estudios in vitro y estudios in vivo en animales pequefios, babuinos y macacos
muestran que se generan anticuerpos con la especificidad esperada por sitio del extremo N, y que estos anticuerpos
tienen inmunogenicidades funcionales para neutralizar la actividad toxica de A y promover la eliminacién de placa.
Los anticuerpos parecen extraer AB+.40 del SNC a la circulacion periférica. Los resultados indican que la vacuna no
provoco respuestas celulares anti-AB142. La vacuna para EA de UBI fue bien tolerada en macacos cangrejeros
durante un estudio de toxicidad aguda y crénica de dosis repetidas. Se probaron adicionalmente la seguridad e
inmunogenicidad de la formulacién de vacuna para EA de UBI integrada en los Ejemplos 8 y 9 en un ensayo de
fase | en pacientes con EA de leve a moderada y se encontré6 que generd anticuerpos con especificidad por el
extremo N de péptido AB+.14 en los 19 pacientes, logrando asi una tasa de respuesta sin precedentes del 100 %,
después de la inmunizacion intramuscular a las 0, 4 y 12 semanas, sin causar acontecimientos adversos graves o
intolerables. Un subconjunto de sujetos ancianos con EA leve (n = 6; edad = 60 afios con MMSE basal = 20) mostr6
tanto altas respuestas de anticuerpos a la formulacién de vacuna para EA de UBI como mejoré los desenlaces
cognitivos y funcionales como se evalué por las puntuaciones (i) ADAS-Cog (Escala de Evaluacion de EA -
Cognitiva); (ii) ADCS-CGIC (Estudio cooperativo de la enfermedad de Alzheimer - Impresiones globales clinicas de
cambio); y (iii) MMSE (Mini-examen del estado mental) cuando se compararon con puntuaciones basales, durante el
estudio principal de 6 meses y después del periodo de seguimiento de observacion de 6 meses. ADAS-Cog es el
instrumento de prueba cognitiva mas popular usado en ensayos clinicos. ADAS-Cog consiste en 11 tareas (70-
puntos) que mide las alteraciones de la memoria, lenguaje, practica, atencion y otras capacidades cognitivas, que se
denominan frecuentemente los sintomas principales de la EA (aumento en la puntuacion indica deterioro). ADCS-
CGIC es una calificacion global unica de cambio desde el nivel inicial (disminucién en la puntuacién indica deterioro).
MMSE es el instrumento mas cominmente usado para cribar la funcién cognitiva y proporciona una medida de la
orientacion, registro, memoria a corto plazo, funcionamiento del lenguaje (disminucién en la puntuacién indica
deterioro). En el ensayo de fase lla, se usan biomarcadores (diagndsticos moleculares, obtencion de imagenes
cerebrales, tipificacion genética) para evaluar la eficacia de la formulacién de vacuna en pacientes con EA leve que
incluye la evaluacion de la disminucion en la progresiéon de la enfermedad aumentando, mediante inmunizacion
activa, los anticuerpos anti-AB1.14 en circulacion, supuestamente para reducir la concentracion de oligdmeros AR
toxicos en el cerebro.

(g) Divulgacion especifica

La divulgacién comprende:
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(1) Una construccion de inmundgenos de péptidos AR que comprende la siguiente férmula:

(fragmento del extremo N del péptido AB1.42)-(A)o-(Th)-X

en donde (fragmento del extremo N del péptido AB1.42) es un epitope de linfocitos B de AB que comprende
aproximadamente 10 a aproximadamente 14 restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en
SEQ ID NOs: 4, 5y 6;

cada A es independientemente un aminoacido o un grupo de enlace seleccionado del grupo que consiste en un
aminoacido, Lys-, Gly-, Lys-Lys-Lys-, (a, e-N)Lys y e-N-Lys-Lys-Lys-Lys (SEQ ID NOs: 32);

cada Th comprende una secuencia de aminoacidos que constituye un epitope de linfocitos T cooperadores
seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 34, 37, 38, 40 a 47 y analogos inmunolégicos funcionales
del mismo;

X es un a-COOH o a-CONH2 de un aminoacido; y

0 es desde 0 hasta aproximadamente 4.

(2) La construccion de inmunogenos de péptidos AB de (1), en donde el (fragmento del extremo N del péptido
AB1_42) es AB1.14 (SEQ ID NO: 4).

(3) La construccion de inmundgenos de péptidos AB de (1), en donde A es &-N-Lys-Lys-Lys-Lys
(SEQ ID NOs: 32).

(4) La construccion de inmundégenos de péptidos A de (1), en donde el epitope Th es SEQ ID NOs: 45 o 46.

(5) La construccion de inmunoégenos de péptidos AR de (1), que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 48 - 65.

(6) La construccion de inmundgenos de péptidos AB de (1), que consiste esencialmente en las secuencias de
aminodacidos de SEQ ID NOs: 62 - 65.

(7) La construccion de inmundgenos de péptidos AB de (1) que es SEQ ID NOs: 62, 63, 64 y/o 65.

(8) Una composicion que comprende la construccion de inmunoégenos de péptidos AB de la reivindicacion 1.

(9) Una composicién farmacéutica que comprende

a. la construccion de inmunoégenos de péptidos AB de (1); y
b. un vehiculo de administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

(10) Una composicién de vacuna para enfermedad de Alzheimer que comprende

a. la construccion de inmunoégenos de péptidos AB de (1); y
b. un vehiculo de administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

(11) Una composicién de vacuna para enfermedad de Alzheimer que comprende

a. la construccion de inmunoégenos de péptidos AB de (7); y
b. un vehiculo de administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

(12) La composicion de vacuna para enfermedad de Alzheimer de (10), en donde el adyuvante en (b) es una sal
mineral de aluminio seleccionada del grupo que consiste en Alhydrogel (Al(OH)s) o Adjuphos (AIPOy).

(13) La composicién de vacuna para enfermedad de Alzheimer de (10), en donde el péptido antigeno en (a) se
mezcla con un oligodesoxinucledtido (ODN) de CpG para formar un complejo inmunoestimulante estabilizado.
(14) Un anticuerpo aislado o fragmento de union al epitope del mismo que se une al componente (fragmento del
extremo N del péptido AB1.42) de la construccion de inmundgenos de péptidos AR de (1).

(15) El anticuerpo aislado o fragmento de union al epitope del mismo de (14), que se une especificamente a AB1-
10 (SEQ ID NO: 6).

(16) El anticuerpo aislado o fragmento de union al epitope del mismo de (14), unido a la construccion de
inmunogenos de péptidos AB de la reivindicacion 1.

(17) El anticuerpo aislado o fragmento de unién al epitope del mismo de (15), unido a SEQ ID NO: 6.

(18) Una composicion que comprende el anticuerpo aislado o fragmento de unién al epitope del mismo de (14).
(19) Un método de reduccion de la intensidad o retraso de la aparicion de la demencia en pacientes humanos
que comprende administrar una formulacion de vacuna segun (10).

(20) El método de (19), en donde dicha formulacién de vacuna se administra en una disolucién acuosa que
comprende entre 10 ug y 1000 ug por dosis a pacientes en riesgo de, o con, EA.

(h) Divulgacién adicional

(1) Una construccion de inmunégenos de péptidos AB de la presente invencidon se representa por la siguiente
férmula:
(fragmento del extremo N del péptido AB1.42)-(A)o-(Th)-X

en donde (fragmento del extremo N del péptido AB142) es un epitope de linfocitos B seleccionado del grupo
que consiste en SEQ ID NOs: 4 a 6 desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 14 restos de
aminoacidos;

cada A es independientemente un aminoacido o un grupo de enlace elegido del grupo que consiste en un
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aminoacido, Lys-, Gly-, Lys-Lys-Lys-, (a, e-N)Lys o &-N-Lys-Lys-Lys-Lys (SEQ ID NO: 32);

cada Th comprende una secuencia de aminoacidos que constituye un epitope de linfocitos T cooperadores
seleccionado del grupo que comprende SEQ ID NOs: 34, 37, 38, 40 a 47 y analogos inmunoldgicos
funcionales del mismo;

X es un a-COOH o a-CONH: de un aminoacido; y

o es desde 0 hasta aproximadamente 4.

(2) Una composicién de vacuna para la enfermedad de Alzheimer (EA), que comprende

a. una construccion de inmundgenos de péptidos AB segun (1);
b. un andlogo inmunoldgico funcional de (a);

c. cualquier combinacion de (a) o (b); y

d. un vehiculo de administracion o adyuvante aceptable.

(3) La vacuna para EA segun (2), en donde el adyuvante en (d) es una sal mineral de aluminio que es Alhydrogel
(Al(OH)3) o Adjuphos (AIPQ4).

(4) La vacuna para EA segun (2), en donde el antigeno peptidico en (a) se mezcla con un oligodesoxinucleétido
(ODN) de CpG para formar un complejo inmunoestimulante estabilizado.

(5) Una composicion de vacuna para enfermedad de Alzheimer (EA), que comprende

a. una construccion de inmundgenos de péptidos AP seleccionada del grupo que comprende
SEQ ID NOs: 49-51, 54, 55, y 57-65;

b. un analogo inmunoldégico funcional de (a);

c. cualquier combinacion de (a) o (b); y

d. un vehiculo de administracion o adyuvante aceptable.

(6) Una composicion de vacuna para enfermedad de Alzheimer (EA), que comprende

a. una construccion de inmundgenos de péptidos AB segun (5);
b. un analogo inmunoldégico funcional de (a);

c. cualquier combinacion de (a) o (b); y

d. un vehiculo de administracion o adyuvante aceptable.

(7) La vacuna para EA segun (5), en donde el adyuvante en (d) es una sal mineral de aluminio que es Alhydrogel
(Al(OH)3) o Adjuphos (AIPQ4).

(8) La vacuna para EA segun (5), en donde el antigeno peptidico en (a), (b) o (c) se mezcla con un
oligodesoxinucleotido (ODN) de CpG para formar un complejo inmunoestimulante estabilizado.

(9) La vacuna para EA segun (5), en donde el antigeno peptidico en (a), (b) o (c) se mezcla con un
oligodesoxinucledtido (ODN) de CpG para formar un complejo inmunoestimulante estabilizado y, en donde el
adyuvante en (d) es una sal mineral de aluminio que es Alhydrogel (Al(OH)3) o Adjuphos (AIPOs).

(10) Una composicién de vacuna para enfermedad de Alzheimer (EA), que comprende

a. una construccion de inmundgenos de péptidos AP seleccionada del grupo que comprende
SEQ ID NOs: 62+63, 64+65;

b. un analogo inmunoldgico funcional de (a);

c. cualquier combinacion de (a) o (b); y

d. un vehiculo de administracion o adyuvante aceptable.

(11) Una composicion que comprende:
a. una construccion de inmunégenos de péptidos AR que comprende una mezcla de SEQ ID NO: 64 y
SEQ ID NO: 65; y
b. la mezcla de (a) mezclada adicionalmente con ODN de CpG.
(12) Una composicion farmacéutica que comprende:
a. una construccion de inmunégenos de péptidos AR que comprende una mezcla de SEQ ID NO: 64 y
SEQ ID NO: 65;
b. la mezcla de (a) mezclada adicionalmente con ODN de CpG;y
c. Adjuphos.
(13) Una composicion farmacéutica que comprende:
a. una construccion de inmunégenos de péptidos AR que comprende una mezcla de SEQ ID NO: 64 y

SEQ ID NO: 65;
b. la mezcla de (a) mezclada adicionalmente con ODN de CpG;y
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c. Alhydrogel.

(14) Un método de reduccion de la intensidad o retraso de la aparicion de la demencia en seres humanos que
comprende administrar la composicion farmacéutica de (13) al ser humano.

(15) Un método de reduccion de la intensidad o retraso de la aparicion de la demencia en seres humanos que
comprende administrar la composicion farmacéutica de (13) al ser humano a una dosis de 300 ug/0,5 ml/dosis.
(16) Un método de reduccion de la intensidad o retraso de la aparicion de la demencia en seres humanos que
comprende:

a. administrar la composicion farmacéutica de (13) al ser humano a una dosis de 300 ug/0,5 ml/dosis; y
b. dosificar a las 0, 4 y 12 semanas como sensibilizacion.

(17) Un método de reduccion de la intensidad o retraso de la aparicion de la demencia en seres humanos que
comprende:

a. administrar la composicion farmacéutica de (13) al ser humano a una dosis de 300 ug/0,5 ml/dosis;

b. dosificar a las 0, 4 y 12 semanas como sensibilizacion; y

c. reforzar después de la etapa en (b) una vez cada 3 meses, y/o una vez cada 6 meses, y/o una vez cada 12
meses.

(18) El método de cualquiera de (14) - (17), en donde la administracién es por inyeccién intramuscular.

(19) El método de cualquiera de (14) - (18), en donde el ser humano tiene EA leve, DCL, o no muestra signos o
sintomas de EA pero tiene mas de 60 afios de edad.

(20) El método de (19), en donde la administracion al ser humano es del siguiente modo:

a. si el ser humano tiene EA leve, la administracion es para el tratamiento de EA;

b. si el ser humano tiene DCL, la administracion es para la prevencion y/o la reduccion de la intensidad y/o el
retraso en la aparicion de la demencia; y

c. si el ser humano no muestra signos o sintomas de EA, pero tiene mas de 60 afios de edad, la
administracion es para la prevencion y/o reduccion de la intensidad y/o el retraso en la aparicion de la
demencia.

(21) La vacuna para EA segun cualquiera de (2) - (10), en donde el antigeno peptidico en (a) se mezcla con un
oligonucledtido de CpG para formar un complejo inmunoestimulante estabilizado.

(22) La vacuna para EA segun lo anterior, en donde la construccién de inmundgenos de péptidos AB en (a)
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 17 a 20.

(23) La vacuna para EA segun lo anterior, en donde la construccién de inmundgenos de péptidos AB en (a)
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 19y 20.

(24) La vacuna para EA segun lo anterior, en donde la cantidad total de antigeno peptidico en (a) es entre
aproximadamente 10 ug y aproximadamente 1 mg por dosis.

(25) La vacuna para EA segun lo anterior, en donde el vehiculo de administracion o adyuvante se selecciona del
grupo que consiste en Montanide ISA50V, monooleato de polioxietilen (20)-sorbitano, Emulsigen, Emulsigen D y
un oligonucledtido de CpG.

(26) Un método de reduccion de la intensidad o retraso de la aparicion de la demencia en pacientes humanos
que comprende administrar una formulaciéon de vacuna segun cualquiera de lo anterior.

(27) El método segun cualquiera de lo anterior, en donde la demencia es demencia del tipo Alzheimer o
demencia vascular con angiopatia amiloide.

(28) El método segun cualquiera de lo anterior, en donde la demencia es demencia asociada a enfermedad de
Parkinson o demencia con cuerpos de Lewy.

(29) ElI método segun cualquiera de lo anterior, en donde dicha formulacion de vacuna se administra en una
disolucion acuosa que comprende entre 10 ug y 1000 ug por dosis a pacientes en riesgo de, o con, EA. También
es aceptable 100 a 750 pg por dosis o 300 ug por dosis. 300 ug puede ser la dosis diana usada en el ensayo
clinico con eficacia.

(30) La administracion puede ser una vez cada 3 meses y/o una vez cada 6 meses y/o una vez cada 12 meses.
(31) La administracion se puede basar en el titulo de anticuerpos para decidir la frecuencia de la administracion
de la vacuna.

(32) ElI método segun cualquiera de lo anterior, en donde los pacientes estan en riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer y ademas en donde los pacientes se seleccionan del grupo que consiste en pacientes
con deterioro cognitivo leve, pacientes con genotipos conocidos por estar asociados a enfermedad de Alzheimer,
pacientes con trisomia 21 y pacientes con marcadores sustitutos que indican riesgo de enfermedad de
Alzheimer.

(33) El método segun cualquiera de lo anterior, en donde los pacientes con genotipos conocidos por estar
asociados a enfermedad de Alzheimer comprenden pacientes con el genotipo ApoE4.

(34) ElI método segun cualquiera de lo anterior, en donde la formulacion de vacuna que comprende la
construccién de inmunogenos de péptidos AB en (a) y la combinacion de la misma se administra para la
sensibilizacion inicial de tres dosis a las 0, 4 y 12 semanas a 300 pg/0,5 ml por dosis.
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(35) El método segun cualquiera de lo anterior, en donde la formulacion de vacuna se administra
aproximadamente una vez cada tres meses, luego una vez cada 6 meses y luego una vez cada 12 meses.

(36) EI método segun cualquiera de lo anterior, en donde los linfocitos B de la sangre de pacientes que recibieron
previamente la formulacion de vacuna se usan para la preparacion y seleccion de anticuerpos monoclonales
humanos que se dirigen al extremo N del péptido AB para la prevencion y el tratamiento de EA.

(37) Un método de provocacion de una respuesta inmunitaria en un sujeto que comprende proporcionar una
inmunizacion sensibilizante a las 0, 4 y 12 semanas desde la inyeccion inicial, seguido por inmunizaciéon de
refuerzo una vez cada 3 meses, una vez cada 6 meses y lo mas preferentemente una vez cada 12 meses.

(38) La dosificacion se puede realizar a 10 yg y 1000 pg por dosis, preferentemente 100 ug y 750 ug, incluso
mas preferentemente 300 ug por dosis.

(39) La via para administracion de cualquiera de lo anterior puede ser por cualquier via estandar conocida en la
técnica, tal como via intramuscular, subcutanea, oral, etc.

Una composicion farmacéutica que es util como formulacion de vacuna de construccién de inmundgenos de
péptidos AB contiene una construccion de inmundgenos de péptidos AR y un vehiculo de administracion o adyuvante
aceptable, en donde la construccion de inmunégenos de péptidos AB tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NOs: 49-51, 54, 55, y 57 a 65;

b) un homdlogo de (a);

c) un analogo antigénica e inmunoldgicamente funcional de (a) o (b),

d) (a), (b) o (c) que tienen al menos una sustituciéon de aminoacidos conservativa, adicion de aminoacidos y/o
delecion de aminoacidos; y

€) cualquier combinacion de (a)-(d).

En una formulacion especifica, la construccion de inmundégenos de péptidos Af se selecciona del grupo que consiste
en SEQ ID NOs: 62 y 63 y mezclas de las mismas.

En otra formulacion especifica, la construccién de inmundgenos de péptidos A se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NOs: 64 y 65 y mezclas de las mismas.

Otras formulaciones adicionales contienen una mezcla equimolar de una formulacién especifica, la construccion de
inmunogenos de péptidos AR se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 62 y 63. Otras formulaciones
adicionales contienen una mezcla equimolar de una formulacion especifica, la construccion de inmunégenos de
péptidos AR se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 64 y 65.

En una formulacién especifica, la cantidad de la mezcla equimolar de SEQ ID NOs: 62 y 63 (o 64 y 65) es entre
aproximadamente 1 ug y aproximadamente 1000 ug por dosis.

En una formulacién especifica, la cantidad de la mezcla equimolar de SEQ ID NOs: 62 y 63 (o0 64 y 65) es entre
aproximadamente 100 yg y aproximadamente 750 ug por dosis.

En una formulacién especifica, la cantidad de la mezcla equimolar de SEQ ID NOs: 62 y 63 (o 64 y 65) es entre
aproximadamente 300 pg por dosis.

La eficacia de la composicion de péptido de la presente invencién se puede establecer inyectando un animal, por
ejemplo, cobayas, babuinos, macacos cangrejeros o seres humanos, con una composicidon inmunogénica que
comprende péptidos de la invenciéon. Véanse las Tablas 4, 5, 6, 7 y 8 SEQ ID NOs: 48 a 65. La respuesta inmunitaria
humoral se refiere al fragmento del extremo N del péptido ABi42 desde aproximadamente 10 hasta
aproximadamente 14 restos de aminoacidos. Una descripcion detallada de los procedimientos usados se
proporciona en los ejemplos.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencion y no se deben usar para limitar el alcance de la
invencion.

Ejemplo 1

SINTESIS DE PEPTIDOS RELACIONADOS CON AMILOIDE BETA (AB)

Se describen métodos de sintesis de construcciones de péptidos relacionadas con AR de disefio que se incluyeron
en el intento de desarrollo de un disefio y formulacién de vacuna de AB de direccionamiento eficaz. Los péptidos se
pueden sintetizar en cantidades a pequefia escala, que son utiles para estudios piloto de laboratorio y de campo, asi
como cantidades a gran escala (kilogramo), que son utiles para la produccién comercial industrial de formulaciones
de vacuna y ensayos seroldgicos.

Se disefid un gran repertorio de péptidos antigénicos relacionados con AR que tenian secuencias con longitudes
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desde aproximadamente 10 hasta 40 aminoacidos para el cribado y la seleccién de las construcciones peptidicas
mas oOptimas para su uso en una vacuna para EA eficaz. Péptidos AB1.40, AB1-42 representativos, fragmentos de
péptidos AB del extremo N AB1-28, AB1-14, AB1-10, AB1542 ¥ péptido 10-mero empleado para el mapeo de epitopes en
diversos ensayos seroldgicos se identifican en la Tabla 1 (SEQ ID NOs: 1 a 32). Cada construccion contiene un
fragmento de péptido AB (AB1-10 @ AB1-14) que se enlaza sintéticamente con un epitope de linfocitos T cooperadores
(Th) cuidadosamente disefiado derivado de proteinas de patégenos que incluyen proteina de fusion del virus del
sarampion (MVF) y proteina del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), identificadas en la Tabla 2
(SEQ ID NOs: 33 a 47) bien en una unica secuencia (SEQ ID NOs: 33 a 41, 46, 47) o una biblioteca combinatoria
(SEQ ID NOs: 42 a 45) para potenciar la inmunogenicidad de sus construcciones de inmundgenos de péptidos AR
respectivas. Se identifican dieciocho construcciones de inmundgenos de péptidos AR representativas seleccionadas
de mas de 100 construcciones de péptidos en la Tabla 3 (SEQ ID NOs: 48 a 65).

Todos los péptidos usados para los estudios de inmunogenicidad o pruebas serolégicas relacionadas para la
deteccion y/o medicion de anticuerpos anti-Af se sintetizaron a pequefia escala usando quimica de Fmoc por los
sintetizadores de péptidos de Applied Biosystems modelos 430A, 431 y/o 433. Cada péptido se produjo por una
sintesis independiente sobre un soporte de fase soélida, con proteccion de Fmoc en el extremo N y grupos
protectores de la cadena lateral de aminoacidos trifuncionales. Se escindieron los péptidos completados del soporte
soélido y se retiraron los grupos protectores de cadenas laterales por 90 % de &cido trifluoroacético (TFA). Se
evaluaron las preparaciones de péptidos sintéticos por espectrometria de masas con desorcién/ionizacion mediante
laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF) para garantizar el correcto contenido de aminoacidos. Cada
péptido sintético también se evalué por HPLC de fase inversa (RP-HPLC) para confirmar el perfil de sintesis y la
concentracion de la preparacion.

A pesar del riguroso control del proceso de sintesis (incluyendo la monitorizaciéon escalonada de la eficiencia de
acoplamiento), también se produjeron analogos peptidicos debido a acontecimientos involuntarios durante los ciclos
de elongacion, que incluyen la insercion, delecién, sustitucion de aminoacidos y terminacion prematura. Asi, las
preparaciones sintetizadas incluyeron normalmente multiples analogos peptidicos junto con el péptido diana. A pesar
de la inclusién de dichos analogos peptidicos involuntarios, las preparaciones peptidicas sintetizadas resultantes
fueron, sin embargo, adecuadas para su uso en aplicaciones inmunoldgicas, que incluyen el inmunodiagndstico
(como antigenos de captura de anticuerpos) y la vacunacién (como inmunégenos peptidicos). Normalmente, dichos
analogos peptidicos, ya sea intencionadamente disefiados o generados mediante el proceso sintético como una
mezcla de subproductos, son frecuentemente tan eficaces como una preparacion purificada del péptido deseado, en
tanto que se desarrolle un procedimiento de QC exigente para monitorizar tanto el proceso de fabricacion como el
proceso de evaluacion de productos para garantizar la reproducibilidad y eficacia del producto final empleando estos
péptidos. Las sintesis de péptidos a gran escala en las cantidades de varios cientos a kilogramos se realizaron en un
sintetizador de péptidos automatizado personalizado UBI2003 a una escala de 15 mmoles a 50 mmoles.

Para los principios activos usados en la formulacion de vacuna final para ensayos clinicos, se purificaron las
construcciones de péptidos AB por RP-HPLC preparativa en un gradiente de elucion poco profundo y se

caracterizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF, analisis de aminoacidos y RP-HPLC para pureza e
identidad.

Ejemplo 2
ENSAYOS SEROLOGICOS Y REACTIVOS

A continuacion se describen con detalles ensayos seroldgicos y reactivos para evaluar la inmunogenicidad funcional
de las construcciones de péptidos sintéticos y las formulaciones de las mismas.

a. Pruebas de ELISA basadas en péptidos AB1.42, AB140, AB12s 0 AB1.14 para el analisis de especificidad de
anticuerpos

Se desarrollaron y se describen a continuacion ensayos de ELISA para evaluar las muestras de suero inmune
descritas en los siguientes ejemplos.

Se recubrieron individualmente los pocillos de placas de 96 pocillos durante 1 hora a 37 °C con 100 pl del péptido
diana AB142, AB1-40, AB128 0 AB114 (SEQID NOs: 1 a 4), a 2 yg/ml (a menos que se indicara de otro modo), en
tampon NaHCO3 10 mM, pH 9,5 (a menos que se indicara de otro modo).

Se incubaron los pocillos recubiertos de péptido con 250 pl de 3 % en peso de gelatina en PBS en 37 °C durante 1
hora para bloquear los sitios de union especificos no de proteina, seguido por tres lavados con PBS que contenia
0,05 % en volumen de TWEEN® 20 y se secaron. Se diluyeron los sueros a analizar 1:20 (a menos que se indicara
de otro modo) con PBS que contenia 20 % en volumen de suero de cabra normal, 1 % en peso de gelatina y 0,05 %
en volumen TWEEN® 20. Se afadieron cien microlitros (100 pl) de los especimenes diluidos (por ejemplo, suero,
plasma) a cada uno de los pocillos y se dejé que reaccionaran durante 60 minutos a 37 °C.
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Entonces se lavaron seis veces los pocillos con 0,05 % en volumen de TWEEN® 20 en PBS para retirar los
anticuerpos no unidos. Se us6 anti-lgG de cabra especifica de especie conjugada con peroxidasa de rabano picante
(HRP) (por ejemplo, raton, cobaya o humano) como un trazador marcado para la union con el complejo
anticuerpo/antigeno peptidico formado en pocillos positivos. Se afadieron cien microlitros de anti-lIgG de cabra
marcada con peroxidasa, a una dilucién 6ptima previamente valorada y en 1 % en volumen de suero de cabra
normal con 0,05 % en volumen de TWEEN® 20 en PBS, a cada pocillo y se incubaron a 37 °C durante otros 30
minutos. Los pocillos se lavaron seis veces con 0,05 % en volumen de TWEEN® 20 en PBS para retirar anticuerpo
sin unir y se hicieron reaccionar con 100 pl de la mezcla de sustrato que contenia 0,04 % en peso de 3',3'5',5'"-
tetrametilbencidina (TMB) y 0,12 % en volumen de peroxido de hidrégeno en tampodn citrato de sodio durante otros
15 minutos. Esta mezcla de sustrato se usé para detectar la marca de peroxidasa formando un producto coloreado.
Las reacciones se detuvieron mediante la adicién de 100 pl de H,SO4 1,0 M y se determind la absorbancia a 450 nm
(A4s0). Para la deteccion de Ig/lgG de babuino y macaco, se usaron reactivos de cabra anti-lgG humana de cabra
conjugado con HRP con alta reactividad cruzada por IgG de primate como trazador. Para muestras clinicas de
pacientes que entran en los ensayos, se usaron reactivos de proteina A/G conjugados con HRP, 6ptimamente
valorados en kits de prueba de ELISA previamente validados, para la determinacion del titulo del suero. Para la
determinacion de titulos de anticuerpos de los animales vacunados que recibieron las diversas formulaciones de
vacuna de péptido AR, se probaron diluciones sucesivas con un factor de dilucién de 10 de sueros desde 1:100
hasta 1:10.000, y se calcul6 el titulo de un suero probado, expresado como log1o, por analisis de regresion lineal de
Ays0 con la Asgso de corte establecida en 0,5.

b. Evaluacidn de la reactividad de anticuerpos hacia epitopes de linfocitos T cooperadores sobre la proteina
transportadora, péptido Th o biblioteca combinatoria de péptidos Th por pruebas de ELISA basadas en
proteina transportadora especifica, péptido Th o biblioteca combinatoria Th

Se recubrieron individualmente los pocillos de placas de ELISA de 96 pocillos durante 1 hora a 37 °C con 100 pl de
proteina transportadora tal como KLH (hemocianina de lapa californiana), péptido Th o biblioteca combinatoria de
péptidos Th (SEQ ID NOs: 44 a 47), a 2 ug/ml (a menos que se indicara de otro modo), en tampon NaHCO3 10 mM,
pH 9,5 (a menos que se indicara de otro modo) en ELISAs similares y se realizaron como se ha descrito
anteriormente. Para la determinacion de los titulos de anticuerpos de los animales vacunados que recibieron las
diversas formulaciones de vacuna de péptido AB, se probaron diluciones sucesivas con un factor de diluciéon de 10
de sueros desde 1:100 hasta 1:10.000, y se calculd el titulo de un suero probado, expresado como log+o, por analisis
de regresion lineal de la As4so con la Asso de corte establecida en 0,5.

c. Evaluacion del analisis de especificidad fina y mapeo de epitopes hacia AB y hAPP (proteina precursora
del amiloide humana) por pruebas de ELISA basadas en péptidos 10-meros de clusteres de epitopes de
linfocitos B

Se determinaron analisis de especificidad fina de anticuerpos anti-Af en hospedadores inmunizados o vacunas por
mapeo de epitopes. Brevemente, se recubrieron los pocillos de placas de 96 pocillos con péptidos 10-meros de
hAPP individuales (SEQ ID NOs: 6, 8 a 30) a 0,5 ug por 0,1 ml por pocillo y luego se incubaron por duplicado
muestras de 100 ul de suero (dilucion 1:100 en PBS) en pocillos de placas 10-meras siguiendo las etapas del
método de ELISA de anticuerpos descrito anteriormente. El epitope de linfocitos B de la vacuna y los analisis de
especificidad fina relacionados de anticuerpos anti-AB de babuino, macaco y humano en hospedadores inmunizados
también se absorbieron previamente con péptido AB+.10 (DAEFRHDSGY, SEQ ID NO: 6), péptidos sintéticos
modificados con AB con sustituciones en el extremo N, o con péptido de control no relevante y luego se probaron por
prueba de ELISA anti-AB1.2s para la confirmacién adicional de especificidad.

d. Evaluacién de la inmunogenicidad

Se recogieron muestras de suero preinmune e inmune de sujetos humanos o animales segun protocolos de
vacunacion experimental y se calentaron a 56 °C durante 30 minutos para inactivar los factores del complemento del
suero. Tras la administracion de las formulaciones de vacuna, se obtuvieron muestras de sangre segun los
protocolos y se evalu6 su inmunogenicidad contra sitio(s) diana especifico(s). Se probaron sueros diluidos
sucesivamente y los titulos positivos se expresaron como logio de la dilucién reciproca. La inmunogenicidad de una
formulacién de vacuna particular se evalla por su capacidad para provocar la respuesta de anticuerpos de linfocitos
B de alto titulo dirigidos contra la especificidad de epitope deseada dentro del antigeno diana mientras se mantiene
una reactividad de anticuerpos de baja a despreciable hacia los "epitopes de linfocitos T cooperadores" empleados
para proporcionar la mejoria de las respuestas deseadas de linfocitos B.

e. Enzimoinmunoanalisis en fase soélida para la deteccion de antigenos peptidicos relacionados con AB en
sangre y liquido cefalorraquideo (LCR)

Se us6 un inmunoensayo de AB14o de alta sensibilidad (Invitrogen™ - BioSource™ Cytokines & Signaling, Camarillo,
CA, EE. UU.) para determinar la concentracion de AB14o en suero, plasma y LCR en macacos cangrejeros siguiendo
las instrucciones del kit. Los niveles de AB+42 estuvieron por debajo de los limites de deteccion en macacos
normales. Se determinaron los niveles de AB1.40 Y AB142 en plasma, LCR y extracciones quimicas de tejido cerebral
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de ratones transgénicos hAPP751 siguiendo las instrucciones del inmunoensayo de AB1.40 Y AB142 (The Genetics
Company Inc., Zurich-Schlieren, Suiza). Se determiné la cuantificacion de los niveles de AB140 en plasma de
individuos con enfermedad de Alzheimer de leve a moderada siguiendo las instrucciones del kit (kit de ensayo de
amiloide B (1-40) humano, IBL, 27714). Los niveles de AB142 en plasma humano estuvieron por debajo de los limites
de deteccion.

EJEMPLO 3
ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Se obtuvieron tejidos humanos adultos normales (FenoPath Laboratories Inc., Seattle, WA, EE. UU.) y especimenes
cerebrales de casos con enfermedad de Alzheimer (Dr. Felicia Gaskin, Universidad de Virginia, Charlottesville, VA,
EE. UU.) de especimenes de patologia cadavérica y/o quirlrgica. Se obtuvieron especimenes de tejido de macaco
cangrejero (Beijing Jo-Inn New Drug Research Center, Beijing, China) y especimenes de cerebro de ratdn
transgénico hAPP (JSW-Research GmbH, Graz, Austria) en la autopsia. Los tejidos o se ultracongelaron en
nitrégeno liquido, se sumergieron en compuesto de incorporacion de OCT frio y se crioseccionaron, o se fijaron en
formol, se incorporaron en parafina y se prepararon las secciones mediante procedimientos convencionales.

Se realizaron analisis de inmunofluorescencia indirecta de secciones de tejido criopreservadas con suero preinmune
e hiperinmune o IgG purificada de cobayas, ratones transgénicos hAPP, babuinos y macacos o con anticuerpos
monoclonales murinos comercialmente disponibles y anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromo. Se
realizé tincion de inmunoperoxidasa indirecta usando un kit comercialmente disponible potenciado con avidina-
biotina en secciones de tejido criopreservadas de tejidos adultos normales usando IgG anti-Ap de cobaya purificada
0 en secciones de cerebro de macacos tratados con control y la vacuna para EA de UBI (UB-311) usando
anticuerpos monoclonales comercialmente disponibles que detectan CD3, CD4, CD8 (subconjuntos de linfocitos T),
CD11b (marcador de activacion celular de la microglia), GFAP (astrocitos) y epitopes de AR especificos. Los analisis
inmunohistoquimicos se realizaron segun procedimientos de laboratorio de patologia estandar.

Ejemplo 4

ENSAYOS FUNCIONALES DE LINFOCITOS T PARA LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS Y LA
PRODUCCION DE CITOCINAS

A continuacion se describen con detalle los procedimientos para los ensayos funcionales de linfocitos T que incluyen
proliferacién de linfocitos y produccion de citocinas para la evaluacion de la activacion de linfocitos T.

a. Aislamiento, congelaciéon y descongelacion de células mononucleares de sangre periférica (CMSPs)

Se recogié sangre heparinizada y se aislaron CMSPs por centrifugacion en gradiente de densidad en Ficoll-
Hypaque. Después de dos lavados en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), se resuspendieron las CMSPs
en medio de cultivo celular que consistia en RPMI 1640 complementado con 10 % de suero de ternero fetal (FCS).
Para algunos experimentos, se congelaron las CMSPs aisladas, se guardaron en N; liquido y se descongelaron para
el posterior cultivo in vitro.

b. Ensayo de proliferacion de linfocitos T y células mononucleares de sangre periférica (CMSPs)

Se cultivaron CMSPs de animales vacunados a 2,5 x 108 células/ml en pocillos individuales de una placa de cultivo
de 24 pocillos (Nunc) en presencia de 10,0 pug de la composicion seleccionada de inmundégenos de vacuna. También
se incluyeron cultivos de control negativo que contenian CMSPs solas sin antigeno estimulante. Todos los cultivos
se mantuvieron a 37 °C durante 3 dias en una estufa de incubacién con 5,0 % de CO.,. Se recogieron los
sobrenadantes 3 dias después del inicio del cultivo, y se midieron citocinas individuales usando el ensayo
cuantitativo descrito anteriormente.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) de babuinos y de macacos cangrejeros por
centrifugacion en gradiente en Ficoll-hypaque. Para la proliferacion inducida por péptido y la produccién de citocinas,
se cultivaron células (2 x 10° células por pocillo) solas o con dominios peptidicos individuales afiadidos (incluyendo
péptidos AB1.42, AB1-14, AB1s42, Th y péptido no relevante como control negativo). Se usaron mitégenos (PHA, PWM,
Con A) como controles positivos. En el dia 6, se afiadié 1 uCi de 3H-timidina (*H-TdR) a cada uno de los pocillos de
cultivo celular duplicados. Después de 18 horas de incubacion, se recogieron las células y se determind la
incorporacion de 3H-TdR. El indice de estimulacién (IE) representa las cuentas por minuto (cpm) en presencia de
antigeno divididas entre las cpm en ausencia de antigeno; se consider6 significativo un IE > 3,0.

c. Evaluacidn de citocinas producidas por cultivos de CMSPs pre- y pos-inmunizacién con la vacuna para EA
de UBI

Se realizaron analisis de citocinas (IL-2, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-qa, IFN-y) de cultivos de CMSPs de macacos
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cangrejeros en alicuotas de medio de cultivo solo o en presencia de diversos dominios de péptidos A o mitégenos.
Se usaron kit de prueba de ELISA de sandwich de citocinas monoespecificas (U-CyTech Biosciences, Utrecht,
Paises Bajos) para determinar la concentracion de citocinas individuales siguiendo las instrucciones del kit.

Ejemplo 5
ANIMALES USADOS EN ESTUDIOS DE SEGURIDAD, INMUNOGENICIDAD, TOXICIDAD Y EFICACIA

Cobayas: Se realizaron estudios de inmunogenicidad en cobayas Duncan-Hartley maduras, intactas, macho y
hembra adultas (300-350 g/BW). Los experimentos utilizaron al menos 3 cobayas por grupo. Los protocolos que
implican cobayas Duncan-Hartley (8-12 semanas de edad; Covance Research Laboratories, Denver, PA, EE.
UU.), se realizaron en solicitudes de IACUC autorizadas en el animalario contratado, asi como en UBI, como
patrocinador.

Babuinos Anubis: Se realizaron estudios de inmunogenicidad en babuinos macho adultos (Papio anubis, 8 a 10
afios de edad; Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad de Oklahoma, Oklahoma City, OK, EE. UU.) en
solicitudes de IACUC autorizadas en el animalario contratado, asi como en UBI, como patrocinador.

Macacos cangrejeros: Se realizaron estudios de inmunogenicidad y de toxicidad por dosis repetidas en monos
macho y hembra adultos (Macaca fascicularis, aproximadamente 4 afios de edad; Beijing Jo-Inn New Drug
Research Center, Beijing, China) en solicitudes de IACUC autorizadas en el animalario contratado, asi como en
UBI, como patrocinador.

Ratones transgénicos hAPP751: Se realizaron estudios de inmunogenicidad y de eficacia en ratones
transgénicos (tg+) jovenes hAPP751 y se usaron sus compafieros de camada (14 + 2 semanas de edad) en un
modelo de prevencion para enfermedad de Alzheimer y ratones tg+ envejecidos y se usaron sus compafieros de
camada (52 + 2 semanas de edad) en un modelo terapéutico. Ambos estudios se realizaron en solicitudes de
IACUC autorizadas en el animalario contratado (JSW Research GmbH, Graz, Austria), asi como en UBI, como
patrocinador.

Los ratones tg+ hAPP751 expresan constitutivamente en exceso la proteina precursora del amiloide humana (hAPP)
que contiene las mutaciones dobles London (V7171) y Swedish (K670M/N671L), bajo el control regulador del
promotor Thy-1 murino (Rockenstein, E, et al., 1995 y 2001). La deposicion de AB1.42 ocurre ya a los 3 a 4 meses de
edad con la aparicion de placas maduras en la corteza frontal y a los 5 a 7 meses de edad la formacién de placas se
extiende al hipocampo, talamo y la region olfativa en los ratones tg+ hAPP751. Se observaron los efectos de las
vacunaciones intramusculares durante un periodo de 16 semanas para la respuesta de anticuerpos por ensayo de
ELISA de suero, y para la deposicion de amiloide del cerebro y carga de placas del cerebro, asi como para pruebas
de elevados niveles de reactividad celular (por ejemplo, infiltracion de linfocitos T, activacion celular de la microglia)
en el cerebro por inmunotincién y por extracciones bioquimicas.

Antes de la inmunizacion, se probaron muestras de suero y/o de plasma de animales individuales para la presencia
de péptidos diana A segun los métodos descritos anteriormente en este ejemplo. Cada animal se inmunizé con
construcciones de péptidos AR diana por dosis de las formulaciones de vacuna, dependiendo de la especie y el
protocolo.

Ejemplo 6

FORMULACION DE VACUNA GENERAL PARA LA CLASIFICACION INICIAL DE LA INMUNOGENICIDAD DE
CONSTRUCCIONES DE PEPTIDOS AB EN COBAYAS Y BABUINOS

Se describen en mayor detalle en los Ejemplos descritos a continuacion las composiciones farmacéuticas y
formulaciones de vacuna usadas en cada experimento. Brevemente, las formulaciones especificadas en cada uno
de los grupos de estudio contuvieron, en general, todos los tipos de construcciones de péptidos AB de disefio con un
fragmento del péptido AR enlazado mediante diferentes tipos de espaciadores (por ejemplo, €K o €K con KKK para
potenciar la solubilidad de las construcciones peptidicas) y variaciones de epitopes promiscuos de linfocitos T
cooperadores que incluyen dos conjuntos de epitopes T cooperadores artificiales derivados de la proteina de fusion
del virus del sarampién y el antigeno de superficie de la hepatitis B con el (los) fragmento(s) del péptido AR
enlazados en el extremo N de las construcciones peptidicas de disefio. Se evaluaron inicialmente mas de 100
construcciones de péptidos AB de disefio en cobayas para su inmunogenicidad relativa con ABi42 de longitud
completa y ademas su reactividad cruzada con las placas nativas de las secciones de cerebro de pacientes con EA.
Las construcciones de péptidos AR se prepararon en una emulsion de agua en aceite con Seppic Montanide™
ISA51 como el aceite autorizado para uso en vacunas humanas, mezclado con sales minerales o Alhydrogel
(alumbre) en cantidades variables de construcciones peptidicas como se especifica. Las vacunas se prepararon
normalmente disolviendo las construcciones de péptidos AB en agua a aproximadamente 20 a 800 pg/ml y se
formularon con Montanide™ ISA51 en emulsiones de agua en aceite (1:1 en volumen) o con sales minerales o
Alhydrogel (alumbre) (1:1 en volumen). Las formulaciones de vacuna se mantuvieron a temperatura ambiente
durante aproximadamente 30 minutos y se mezclaron por vortex durante aproximadamente 10 a 15 segundos antes
de la inmunizacion.
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Algunos animales se inmunizaron con 2 a 3 dosis de una formulacién especifica de vacuna, que se administraron en
el tiempo 0 (sensibilizacién) y 3 semanas después de la inmunizacion inicial (wpi) (refuerzo), opcionalmente 5 o 6
wpi para un segundo refuerzo, por via intramuscular. Estos animales inmunizados se probaron entonces para
evaluar la inmunogenicidad de los diversos inmunogenos de péptidos A sintéticos presentes en la formulacion de
vacuna, asi como su reactividad cruzada con ABi.2s Yy ABi42 de longitud completa. Entonces se probaron
adicionalmente los inmunogenos de péptidos AB con potente inmunogenicidad en el cribado inicial en cobayas en
tanto emulsion de agua en aceite, sales minerales como formulaciones basadas en alumbre en babuinos, especie
que ha sido calibrada por tener un perfil de respuesta inmunitaria similar al de los seres humanos, para pautas
posolégicas durante un periodo especificado impuesto por los protocolos de inmunizaciones.

Solo los candidatos mas prometedores a inmundgenos de péptidos AR se evaluaron adicionalmente ampliamente
antes de ser incorporados en formulaciones de vacuna finales para estudios de inmunogenicidad, duracién, toxicidad
y eficacia en estudios preclinicos guiados por GLP en la preparacion para la presentacion de una solicitud de nuevo
farmaco en fase de investigacion y ensayos clinicos en pacientes con enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo 7

FUNDAMENTO DEL DISENO, SELECCION, IDENTIFICACION Y OPTIMIZACION DE FORMULACIONES DE
VACUNA MULTICOMPONENTE QUE INCORPORAN CONSTRUCCIONES DE INMUNOGENOS DE PEPTIDOS
AB1.14 PARA LA PREVENCION Y EL TRATAMIENTO DE DEMENCIA DEL TIPO ALZHEIMER

Historia del diseio: Cada vacuna o producto inmunoterapéutico requiere su propio foco y enfoque de disefio
basado en el mecanismo de la enfermedad especifica y la(s) proteina(s) diana requerida(s) para la intervencion. Las
dianas de las que después se modelan los disefios pueden incluir proteinas celulares implicadas en una via de
enfermedad o un agente infeccioso en el que pueden estar implicados varias proteinas del patdogeno. El proceso
desde la investigacion hasta la comercializacion es un proceso muy largo que normalmente requiere una o mas
décadas para realizarse.

Se requiere un amplio proceso de validacion serolégica una vez se selecciona la molécula diana. La identificacion y
distribucion de epitopes de linfocitos B y de linfocitos T dentro de la molécula diana es importante para el disefio de
vacunas moleculares. Una vez se reconoce el linfocito B diana, se realizan estudios de inmunogenicidad
consecutivos piloto en animales pequefios para evaluar las propiedades funcionales de los anticuerpos generados
por las formulaciones de vacuna de los péptidos de disefio. Dicha aplicacion serolégica se lleva entonces a cabo en
animales de las especies diana para validacion adicional de la inmunogenicidad de la vacuna y las propiedades
funcionales de los anticuerpos generados. Todos los estudios se realizan en multiples grupos paralelos con sueros
recogidos de los hospedadores inmunizados para la evaluacion. También se llevan a cabo estudios de
inmunogenicidad previos en la especie diana o en primate no humano en el caso de vacunas humanas para la
validacion adicional de la inmunogenicidad y direccion del disefio. Entonces se preparan los péptidos diana en
mezclas variables para evaluar la sutil diferencia en la propiedad funcional relacionada con las interacciones
respectivas entre construcciones de péptidos cuando se usan en combinaciones para preparar los disefios de
formulacion respectivos. Después de las evaluaciones adicionales, se establecen construcciones peptidicas finales,
composiciones peptidicas y formulaciones de las mismas, junto con los parametros fisicos respectivos de las
formulaciones, que conducen al proceso de desarrollo del producto final.

La amplia experiencia en el disefio permite el desarrollo de productos de vacuna de nueva generacion desde el
descubrimiento hasta la comercializacion como se muestra en la Figura 1 a un ritmo acelerado.

a. Diseino y validaciéon de construcciones peptidicas adecuadas derivadas de AB1.14 para formulaciones de
vacuna con potencial para tratar pacientes con enfermedad de Alzheimer

Como continuacion de la invencion previa desvelada por el presente inventor (Wang CY. Patente de EE. UU. N°
6.906.169, United States: United Biomedical Inc.; 2005; Wang CY. Patente de EE. UU. N° 7.951.909, United States:
United Biomedical Inc.; 2011; Wang CY. Patente de EE. UU. N° 8.232.373, United States: United Biomedical Inc.;
2012).), se selecciond el refino adicional del epitope de linfocitos B de la molécula AB establecida en un péptido AB1-
14 que carece del dominio del extremo C de la secuencia que expresa epitopes T cooperadores autdlogos
frecuentemente presentes en pacientes de enfermedad de Alzheimer que podrian provocar un efecto secundario
intenso, tal como meningoencefalitis, como el epitope diana de linfocitos B en el disefio para la incorporacion en las
formulaciones de vacuna.

Para generar las construcciones peptidicas mas potentes para incorporacion en las formulaciones de vacuna, se
transformo en estudios de inmunogenicidad en cobayas un gran repertorio de epitopes T cooperadores promiscuos
derivados de diversos patdgenos o epitopes T cooperadores artificiales disefiados adicionalmente a partir de la
secuencia de la proteina de fusion del virus del sarampion (MVF) o proteina del antigeno de superficie de la hepatitis
B (HBsAg). Un estudio representativo de 16 construcciones peptidicas derivadas de AB1.14 como se muestra en la
Tabla 3 (SEQ ID NOs: 48, 51 a 65) donde el péptido AB+.14 se enlazé mediante eK como espaciador con epitopes T
cooperadores promiscuos individuales. Las construcciones de inmundgenos peptidicos se formularon en emulsiones
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de agua en aceite Montanide™ ISA51 y se probaron en cobayas para su respectiva inmunogenicidad administrando
las formulaciones de vacuna respectivas preparadas a 100 pyg/0,5 ml en una emulsion estandar ISA51 para un
sensibilizacion en 0 wpi y un refuerzo en 3 wpi. El analisis de inmunogenicidad preliminar confirmé la presencia de
una estructura de epitope de linfocitos T cooperadores caracteristica del extremo C de AB+.42 donde la delecién de la
secuencia de péptidos desde los aminoacidos 15 hasta 28 de la secuencia de AB convirtié la secuencia de AB1.14 €n
no inmunogénica por si misma (Tabla 4, Grupos 1 a 3). La clasificacion preliminar de los epitopes T cooperadores
usados para restaurar y potenciar la inmunogenicidad de la inmunogenicidad de los péptido ABi.14 en orden
creciente se muestra en la Tabla 4 con la construccion de péptidos mas débil enumerada primero: Th de
Schistosoma mansoni (SEQ ID NO: 56) < Th de Clostridium tetani1 (SEQ ID NO: 48) < Th de Bordetella pertussis
(SEQ ID NO: 52) < Th de Clostridium tetani2 (SEQ ID NO: 53) < Th de difteria (SEQ ID NO: 54) < Th de Plasmodium
falciparum (SEQ ID NO: 55), estando clasificada Th de la toxina del célera (SEQ ID NO: 57) entre la del epitope T
cooperador artificial derivado de MVF (SEQ ID NOs: 51, 58, 59) y HBsAg (SEQ ID NO: 60). La construccion
peptidica derivada de AB1.14 (SEQ ID NO: 51) también se puede disefiar como una estructura tetramera ramificada
como se muestra en (SEQ ID NO: 61) como una potente construccion de inmundgenos peptidicos. En resumen, el
estudio de inmunogenicidad anterior validé la idoneidad de construcciones especificas derivadas de AR1.14
(SEQ ID NOs: 51, 57 a 61) como inmundgeno para su uso en el disefio de la formulacion de vacuna final para
generar anticuerpos dirigidos al extremo N del péptido ABs42 de longitud completa, un componente bioquimico
principal de las placas seniles de pacientes con EA.

b. Ampliaciéon de la cobertura del MHC usando construcciones derivadas de AB1-14 con diferentes epitopes T
cooperadores promiscuos

Cuando se disefia una vacuna para tratar pacientes de acervo genético distinto, es importante permitir que el disefio
cubra la maxima poblaciéon con acervo genético distinto. Por tanto, se explor6 el efecto de la inmunogenicidad
sinérgica de construcciones de inmundgenos peptidicos derivados de AB1.14 para dicha combinacion. Puesto que los
epitopes T cooperadores promiscuos derivados de MVF y HBsAg representan, entre los mas potentes, aquellos que
proporcionan dicha mejoria de la inmunogenicidad, la combinacién de construcciones de péptidos que contienen
estos dos epitopes T cooperadores se disefiaron, por tanto, para dicha exploracion. Se disefiaron formas de
bibliotecas combinatorias de epitopes T cooperadores para tanto MVF como HBsAg (SEQ ID NOs: 44 y 45) como se
muestra en la Tabla 2, con cobertura del motivo de unién de MHC maxima en mente, en construcciones derivadas
de AB1.14 (SEQ ID NOs: 62 y 63) y se evaluaron, individualmente o en combinacion, para la inmunogenicidad en
cobayas tras un programa de sensibilizacion (0 wpi) y dos refuerzos (3 y 5 wpi) a 100 ug/0,5 ml por dosis. Como se
muestra en la Tabla 5, una mezcla de los dos inmundgenos a igual relacién en peso provocd una respuesta
inmunitaria respetable cuando se comparé con la provocada por la construccion de péptidos individual respectiva.

c. Diseiio de inmundgenos simples que incorporan el epitope B diana enlazado a epitopes T cooperadores
cuidadosamente seleccionados con miiltiples motivos de unién a MHC generan una respuesta inmunitaria
centrada y limpia dirigida solo al epitope de linfocitos B

Se recogieron sueros hiperinmunes 8 semanas después de la inmunizacion inicial (wpi) de los hospedadores
inmunizados para probar los epitopes T cooperadores respectivos usados para la mejoria de la inmunogenicidad de
epitopes B. Sueros hiperinmunes de hospedadores inmunizados similares que se administraron con un programa de
inmunizacion por sensibilizacion y refuerzo similar al péptido AB+.14 enlazado a KLH que se prepard mediante
acoplamiento quimico con un resto de cisteina afiadido en el extremo N del péptido AB+.12. Como se puede apreciar
de la Tabla 6, todos los hospedadores inmunizados con las construcciones de inmunogenos de péptidos AR1.14 de
disefio (SEQ ID NOs: 62 y 63) tanto solos como en combinacién generaron los altos titulos deseados de reactividad
cruzada de anticuerpos anti-AB1.14 hacia la reactividad cruzada de AB142 dirigida, mientras que se generé poca o
ninguna reactividad contra los dos epitopes T cooperadores (SEQ ID NOs: 44 y 45). A diferencia, a pesar de la
inmunogenicidad relativa generada por la proteina transportadora convencional KLH al epitope de AB+-14 (log1o titulos
desde 2,2 hasta 3,9), se gener6 una respuesta de anticuerpos muy alta dirigida al vehiculo de proteina KLH por
todos los animales con titulos muy altos (media geométrica del logqo titulo a 6,2), nuevamente validado antes de la
observacion anterior en que una Unica respuesta "centrada" dirigida al "epitope de linfocitos B dirigido" fue el
resultado de la inmunizacién con estas construcciones de inmundgenos peptidicos racionalmente disefiadas
basadas en el entendimiento de la estructura y la funcién de los epitopes de linfocitos B y de linfocitos T.

d. Evaluacion de la inmunogenicidad en babuinos después de la sensibilizacion (0 wpi) y refuerzos (3 y 6
wpi) de formulaciones de vacuna que contienen cantidades variables de construcciones de AB1-14
(SEQ ID NOs: 62 y 63) en emulsién de agua en aceite ISA 51 y en alumbre

Antes de avanzar en el trabajo de desarrollo adicional para explorar las propiedades funcionales de los anticuerpos
generados por estas construcciones de inmunoégenos de péptidos AB1.14, Se evalué en babuinos, la especie de
animal que genera respuestas inmunitarias mas parecidas a las de los seres humanos en escala, una evaluacién de
la inmunogenicidad relativa de las formulaciones de vacuna que incorporan estas construcciones peptidicas
(SEQ ID NOs: 62 y 63 en una relacion equimolar) en cantidades variables en dos formulaciones diferentes lo mas
frecuentemente usadas en ensayos humanos. Todas las formulaciones de vacuna se administraron a los animales
en 0,5 ml por dosis. La dosis dirigida original para uso futuro era a 100 ug/ml, asi se administraron tres animales a
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esta dosis. También se evalu6 una evaluacion de la inmunogenicidad relativa entre la formulacion de agua en aceite
ISA51 mas potente frente al adyuvante alumbre mas débil pero el mas frecuentemente usado a los mismos 100 pg.
En el sistema de emulsion de agua en aceite probado, se evalué un estudio de aumento de dosis con 25 ug, 100 pg
y 400 ug por dosis. La primera observacion de este estudio fueron las respuestas inmunitarias reducidas (por mas
de un logqo en titulos de anticuerpos) generadas por la formulacién basada en alumbre cuando se comparé con la
formulacién de emulsiéon de agua en aceite ISA con el mismo contenido de inmundégeno peptidico dado a 100 ug en
0,5 ml por dosis. Aunque 100 pg por dosis fue la cantidad originalmente dirigida para la futura formulacién de la
administracion de vacuna en hospedadores inmunizados, se observé un aumento de la respuesta inmunitaria con un
aumento de dosis desde 25 pg, hasta 100 ug y 400 ug, respectivamente, como se muestra en la Tabla 7. Por tanto,
para las construcciones de inmunogenos de péptidos AB1.14 de disefio (SEQ ID NOs: 62 y 63) o construcciones de
inmunogenos de péptidos de sus analogos, se explorarian adicionalmente las dosis mas alla de 100 ug.

Ejemplo 8

CRITERIOS PARA EL DESARROLLO DE UNA VACUNA INMUNOTERAPEUTICA SATISFACTORIA PARA EL
TRATAMIENTO DE DEMENCIA DEL TIPO ALZHEIMER

La estrategia de UBI para desarrollar una vacuna inmunoterapéutica incluye el disefio de epitopes Th promiscuos
patentados que enlazan con la secuencia B diana basandose en la tecnologia de plataforma para vencer la "auto"-
barrera y limitacion de la diversidad genética y el desarrollo de la formulaciéon de vacuna 6ptima basada en péptidos
que son Seguras, Unicas, Caracterizables, Rentables, Eficaces, Estable y Escalables (acufiado como EXITO de la
palabra inglesa SUCCESS) (Wang CY, et al., 2005; Sokoll KK, 2004). Se presté especial atencion a la fase de
disefio inicial para permitir que los inmundgenos peptidicos seleccionados que entrarian en la fase de desarrollo del
programa para la formulacion de vacuna fueran caracterizables desde el punto de vista de la autorizacion de una
especialidad farmacéutica ya que esta vacuna, cuando demuestre ser eficaz en pacientes después del ensayo de
fase lll, seria la primera vacuna completa basada en péptidos sintéticos administrada a pacientes en dosis de
multiples millones en la historia humana. Se presté especial atencién en el disefio de calidad de los péptidos,
seleccionados de los muchos que ya se demostré que daban respuestas inmunitarias deseadas respetables, a la
"solubilidad" de los péptidos individuales a emplear, el rendimiento de quimica sintética y las trabas de purificacion
inherentes en el disefio de secuencias cuando se llega a los detalles finos. Un adyuvante bien aceptado con alto
factor de seguridad también seria un factor importante a considerar, de las muchas elecciones aceptables. Se debe
considerar un equilibrio entre el factor de seguridad y la escala de inmunogenicidad. Y cuando la inmunogenicidad
se comprometa debido al factor de seguridad, qué otras caracteristicas de formulacion de vacuna se pueden
incorporar para aumentar mas la respuesta inmunitaria. Nuevamente, el éxito de una vacuna reside en su capacidad
para generar la respuesta inmunitaria deseada en una poblacion tan grande y amplia con acervo genético distinto
como sea posible, por consiguiente una amplia cobertura del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) también
debe ser un factor muy importante a considerar.

En vista de la consideracién anterior, para lograr una vacuna EXITO que se dirige al extremo N de la molécula de
AB, se elegiran péptidos de secuencia Unica en lugar de en forma combinatoria a pesar de su inmunogenicidad
relativamente mas débil cuando se compara con su homodlogo en un formato de biblioteca combinatoria. La
solubilidad de los péptidos también es un factor clave a probar, puesto que los epitopes T cooperadores que
potencian la inmunogenicidad altamente potente normalmente comprenden una extension larga de restos de
aminoacidos hidréfobos, que los convierte en péptidos correspondientes no solubles. Se debe prestar cuidado
especial en cuanto a si los restos altamente cargados, tales como Asp, Glu, Lys y Arg, se afiadirian a posiciones
especificas para potenciar la solubilidad del péptido. Para lograr un alto rendimiento en la sintesis, la quimica
implicada en todos los procesos sintéticos junto con los productos intermedios generados fueron todos ampliamente
evaluados para llegar a las secuencias 6ptimas que asumirian el péptido final como componente clave de la
formulacién de vacuna. Después de una consideracion equilibrada de todos los candidatos a péptido altamente
cualificados desde los aspectos de inmunogenicidad, se seleccionaron dos construcciones de inmundgenos de
péptidos AB+.14 (SEQ ID NOs: 64 y 65), siendo el péptido con SEQ ID NO: 64 de la serie de MVF y siendo el péptido
con SEQIDNO: 65 de la serie de HBsAg, y se analizaron adicionalmente para exploracion adicional en
formulaciones de vacuna.

Estos péptidos se sintetizaron y se purificaron hasta alta pureza como se muestra en las Figuras 2A, 2B, 2E. Los
perfiles de HPLC para ambos péptidos de SEQ ID NOs: 65 y 64 en el analisis de fase inversa con gradiente poco
profundo mostraron el tiempo de elucién de 20 y 21 minutos, respectivamente. El analisis de MALDI-TOF de estos
péptidos purificados dio un peso molecular de 3892,274 (con un valor tedrico de 3892,52) para el péptido con
SEQ ID NO: 65 y 4374,568 (con valor tedrico de 4374,04) para el péptido SEQ ID NO: 64, ambos con alta precision,
como se muestra en las Figuras 2C y 2D.

Los péptidos "Th" de SEQ ID NOs: 46 y 47, ambos usados para potenciar la inmunogenicidad de AB+.14, fueron
ampliamente evaluados por sus motivos de unién en las diversas poblaciones como se muestra en las Figuras 3A y
3B. Es seguro incorporar dos epitopes T cooperadores promiscuos en el disefio de vacuna para permitir la maxima
cobertura del acervo genético de todos los pacientes. A partir del porcentaje de cobertura analizado, esta vacuna
tendra una probabilidad muy razonable de cubrir una gran poblacion, si no toda, de pacientes que reciben la vacuna,
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un factor importante para justificar extensas pruebas e intentos de desarrollo extendidos a una vacuna de alto valor
clinico.

Con el fin de una vacuna disefiada para ser usada por una gran poblacion y también siendo la prevencion parte del
objetivo de la administracion, la seguridad se convierte en otro factor importante a considerar. A pesar del uso de
emulsiones de agua en aceite en seres humanos para muchas formulaciones de vacuna en ensayos clinicos, el
alumbre sigue siendo el principal adyuvante para su uso en las formulaciones de vacuna debido a sus décadas de
pruebas de seguridad. Se consideraron el alumbre o sus sales minerales Adjuphos (fosfato de aluminio) para su uso
como adyuvantes en la preparacion de aplicaciones clinicas.

a. Evaluacidén de la inmunogenicidad en cobayas después de la sensibilizacion (0 wpi) y los refuerzos (3 y 5
wpi) de formulaciones de vacuna que contienen cantidades variables de construcciones de inmundégenos de
péptidos AB1-14 (SEQ ID NOs: 64 y 65) altamente purificadas con una cantidad fija de sales minerales

Después de la seleccion de las dos construcciones de inmundgenos de péptidos ABi1-14 (SEQ ID NOs: 64 y 65)
altamente purificadas de los muchos candidatos a inmundgenos para el desarrollo de una vacuna para EA de UBI
para la prueba preclinica y clinica, se probé una mezcla de estos dos péptidos en una relacion equimolar para su
inmunogenicidad en presencia de una cantidad fija (0,5 ml) de alumbre/sales minerales en un estudio de dosis en
cobayas como se muestra en la Figura 4. Se probaron cantidades variables de la mezcla de péptidos que contenia
las dos construcciones de inmundgenos de péptidos AB1.14 (SEQ ID NOs: 64 y 65) anteriormente mencionadas
desde 0 pg, 10 ug, 30 pg, 100 pg y 300 pg en 0,5 ml de sales minerales (fosfato de aluminio, Adjuphos) en cobayas
basandose en un programa de inmunizaciéon de 0, 3 y 5 wpi (semanas después de la inmunizacion inicial) con la
inmunogenicidad observada durante un periodo de mas de 26 semanas. En el pico de la respuesta inmunitaria que
es aproximadamente 5 semanas después de la inmunizacion inicial, los animales que recibieron 300 ug por dosis
dieron la respuesta inmunitaria mas alta, seguido por los que recibieron 100 pg y 30 ug, luego por 10 ug de dosis,
con clasificacion de respuesta inmunitaria similar durante el siguiente periodo de 26 semanas. La dosis mas alta a
300 ug por 0,5 ml de Adjuphos se considera, por tanto, una condicioén 6ptima para la inmunizacién y se usara como
guia para explorar la inmunogenicidad en otras formulaciones relacionadas en diferentes especies.

b. Medios para elevar mas la inmunogenicidad de las formulaciones de vacuna mediante la formacién de
complejos inmunoestimulantes (ISC) entre péptidos y oligonucleétidos

Inherente al uso de alumbre o sus sales minerales asociadas como adyuvante, la inmunogenicidad de la formulacion
de vacuna asociada también se reduciria en aproximadamente un logio en el titulo para sus epitopes de linfocitos B
de AB+.14 diana (como se estimé en un estudio similar en el Ejemplo 7). Por tanto, se exploran medios para elevar
mas la inmunogenicidad de la formulacion de vacuna.

Mas especificamente, en la formulacion de UBI como se muestra en la Figura 5A, un complejo inmunoestimulante
estabilizado (ISC) deriva de péptidos catidnicos y una molécula de oligodesoxinucleétido (ODN) de CpG polianiénico
(panel superior) (Sokoll KK, 2004). Es un sistema de autoensamblaje accionado por neutralizacion de carga
electrostatica. La estequiometria de la relacion de carga molar entre el péptido cationico y el oligdmero aniénico
determina el grado de la asociacion. La asociacion electrostatica no covalente de inmundgenos peptidicos y ODN de
CpG es un proceso completamente reproducible. Se agrega el complejo inmunoestimulante de péptidos / ODN de
CpG, que facilita la presentacion a las células de procesamiento de antigenos (APC) "profesionales" del sistema
inmunitario, mejorando asi ademas la inmunogenicidad de los complejos. Estos complejos se caracterizan
facilmente por el control de calidad durante la fabricacion. El ISC de péptidos / CpG es bien tolerado in vivo.

Los complejos inmunoestimulantes se pueden combinar entonces con el adyuvante de sal mineral / de aluminio que
forma una suspensién acuosa como se muestra en el panel inferior de la Figura 5B.

Se han caracterizado motivos de CpG como agonistas de receptor del tipo toll 9 (TLR9), encontrados en un
subconjunto de células dendriticas (pDC) y linfocitos B. Los receptores del tipo toll tienen la capacidad de reconocer
patrones moleculares distintos caracteristicos de invasores extrafios comunes, tales como bacterias, virus y
parasitos. Las secuencias de CpG sintético, especificamente no metiladas, son capaces de unirse y activar TLR9.
Como potentes mitdgenos de linfocitos B, los agonistas de TLR9 son eficaces en inducir fuertes respuestas
inmunitarias de anticuerpos. EI mecanismo de accién de CpG implica, entre ellos, el desarrollo de anticuerpos
especificos de antigeno de larga duracion.

En vista del ensayo clinico de vacunas de péptido AB142 AN 1792 que fracasaron en tanto su inmunogenicidad en
generar en solo 30 % de los pacientes anticuerpos dirigidos hacia la vacuna agregada de ABi.42 dirigida como
causaron en el 6 % de los pacientes efectos secundarios de tipo meningoencefalitis, los adyuvantes basados en
aluminio empleados en la presente invencién para la vacuna para EA de UBI se conocen por estimular el tipo Th-2
de respuestas inmunitarias (es decir, citocinas IL-4 y IL-5). Ademas, los complejos inmunoestimulantes de
construccion de inmunoégenos de péptidos AR / ODN de CpG estan en particulas. El procesamiento de inmunégenos
en particulas se facilita por APC que sesga un tipo Th-2 de respuesta.
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En resumen, los oligonucledtidos de CpG han sido usados con Seguridad en varios ensayos clinicos humanos
(>1.000 pacientes). Los complejos inmunoestimulantes derivados de péptidos / ODN de CpG se Caracterizan
facilmente. Son Estables en condiciones fisioldgicas y bien tolerados in vivo. Los complejos basados en CpG
derivados de numerosos inmundgenos peptidicos solos o en combinaciéon con sales minerales han demostrado ser
Eficaces en ratones, cobayas, cerdos, perros, ganado vacuno, babuinos y macacos con acontecimientos adversos
minimos informados. Las sales minerales basadas en aluminio son los Unicos adyuvantes incluidos en las vacunas
actualmente autorizadas en los EE. UU. Las composiciones de vacuna que emplean estos adyuvantes son
Rentables y se sabe que se pueden cambiar de Escala eficientemente. Las formulaciones especificas de vacuna /
adyuvante estan autorizadas frente al adyuvante solo. UBI ha explorado y desarrollado composiciones Unicas. Las
caracteristicas anteriormente descritas de la vacuna para EA de UBI para el tratamiento de demencia tiene todos los
elementos requerida para ser un EXITO.

Ejemplo 9
FORMULACION DE VACUNA PARA EA DE UBI PARA INYECCION INTRAMUSCULAR

La construccion de inmunogenos de péptidos ABi-14-eK-KKK-MvF5 Th (SEQ ID NO: 64) y la construccion de
inmundgenos de péptidos AB1-14-eK-HBsAg3 Th (SEQ ID NO: 65) son catiénicas a pH fisiologico. Las Figuras 2A,
2B, 2C (lado izquierdo) ilustran los perfiles de HPLC de los dos péptidos solos y en una mezcla de relacion molar
igual. Las Figuras 2D y 2E (lado derecho) ilustran los perfiles caracterizados por espectrometria de masas de
MALDI-TOF de los dos péptidos con un peso molecular (Da) de 3892 y 4374, respectivamente. La adicion de ODN
de CpG polianiénico da como resultado la neutralizacion de carga y el inmediato "autoensamblaje” de complejos
inmunoestimulantes (ISC) en disolucion. La estequiometria de las relaciones de carga molar de péptido catiénico:
CpG aniodnico determina el grado de asociacion. La vacuna para EA de UBI se prepard en las etapas: El ISC se
prepard en agua para inyeccion con una mezcla equimolar de las dos construcciones de inmunégenos de péptidos
AB con una relacion de carga molar con respecto a ODN de CpG aproximadamente igual.

a. Evaluacion de la inmunogenicidad durante un periodo de 10 semanas en babuinos después de la
sensibilizacion (0 wpi) y los refuerzos (3 y 6 wpi) de formulaciones de vacuna que contienen 300 ug/0,5 ml de
construcciones de inmunégenos de péptidos AB1-14 (SEQ ID NOs: 64 y 65) altamente purificados que forman
complejos _inmunoestimulantes con oligdémeros de CpG en ausencia o presencia de alumbre o Adjuphos

como adyuvante

Basandose en el primer nivel de inmunogenicidad y el estudio de dosis en cobayas con las construcciones de
inmunogenos de péptidos AB+.14 (SEQ ID NOs: 64 y 65) altamente purificadas, se preparé una mezcla de 300 ug que
contenia las dos construcciones de inmunogenos de péptidos AB1.14 (SEQ ID NOs: 64 y 65) a una relacion equimolar
como complejos inmunoestimulantes con oligdmeros de CpG como se ha descrito anteriormente. Entonces se
formularon o con alumbre o Adjuphos, o sin adyuvante, para la inmunizacién en babuinos a 300 pg de péptido por
dosis para inyeccion intramuscular basada en un protocolo de inmunizacién de 0, 3, 6 semanas con los niveles de
anticuerpo especifico observados durante un periodo de 10 semanas. Se usaron babuinos para dicha evaluacion de
inmunogenicidad y evaluacion de la formulacion final antes de entrar en ensayos humanos puesto que esta especie
de animal genera respuestas inmunitarias que se parecen mucho a las de los seres humanos en escala. Todas las
formulaciones de vacuna se administraron a los animales en 0,5 ml por dosis y dos animales por grupo. Como se
muestra en la Figura 6, a 300 ug en 0,5 ml por dosis, las tres formulaciones, en presencia o ausencia de alumbre o
Adjuphos como adyuvante, demostraron inmunogenicidad a aproximadamente el mismo nivel, dentro de la escala de
0,5 log1o, como se demuestra por ELISA hacia el péptido AB1.14. La formulacién de ISC potenci6 significativamente la
inmunogenicidad ejercida por el péptido solo. Sin embargo, después de la observacion durante un periodo de 8 a 10
semanas, la formulacién soportada por Adjuphos mantuvo una respuesta inmunitaria significativamente mas alta
cuando se comparo con los otros dos grupos, ampliando desde 0,5 hasta logq en la escala de respuesta (es decir,
aproximadamente 3 a 10 veces mas potente). A través de esta cuidadosa calibracion de la inmunogenicidad en
babuinos con tres formulaciones estrechamente relacionadas, disefiada para ser de factores de alta de seguridad
usando péptidos racionalmente disefiados altamente purificados que generan respuestas inmunitarias muy
centradas y deseadas sin ningun factor de complicacion del adyuvante, la formulacion de vacuna para EA de UBI se
finaliza, por tanto, para exploraciéon adicional en primates y seres humanos para inmunogenicidad, especificidad,
propiedades funcionales relacionadas con los anticuerpos generados, toxicidad aguda y cronica, y finalmente
eficacia clinica como se ilustra en los siguientes ejemplos.

b. Preparaciéon de la formulaciéon de vacuna para EA de UBI para estudios de inmunogenicidad, toxicidad
aguda, toxicidad crénica, eficacia y sequridad clinica, tolerabilidad y eficacia.

Se preparé el ISC en agua para inyeccion con una mezcla equimolar de las dos construcciones de inmunégenos de
péptidos AB (SEQ ID NOs: 64 y 65) que se mezcla ademas con CpG a una relacion de carga molar entre péptidos y
ODN de CpG aproximadamente igual. El ODN de CpG en las formulaciones de vacuna para EA de UBI se une 100
% a las construcciones de inmundgenos de péptidos en un proceso mediado por la neutralizacion electrostatica de
carga opuesta, dando como resultado la formacion de particulas del tamafio de micrémetros. La forma de la
particula permite una dosificacion significativamente reducida de ODN de CpG del uso convencional de adyuvantes
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de CpG, menos posibilidades de respuestas inmunitarias innatas adversas, y facilita las vias alternativas de
procesamiento de inmundgenos que incluyen células presentadoras de antigenos (APC) profesionales. Al ISC
previamente formado se afiadié secuencialmente la sal mineral de aluminio, una solucién salina para tonicidad y un
conservante. De las sales minerales de aluminio, se us6 fosfato de aluminio en lugar del gel de alumbre basandose
en los resultados del estudio de inmunogenicidad en babuinos para el mejor sustento de la inmunogenicidad.

c. Estudio de estabilidad y de inmunogenicidad de la formulaciéon de vacuna para EA de UBI

Se preparo la formulacion de vacuna para EA de UBI preparada a 300 pg en 0,5 ml por dosis con fosfato de aluminio
(Adjuphos) como adyuvante con una cobertura de 20 % como se ha descrito anteriormente y se envasoé en un vial
de vidrio estéril de 1 ml y se guardd a 2-8 °C durante 2 afios. Se recuperaron las muestras segun un protocolo de
pruebas de estabilidad. Todos los parametros fisicos cumplieron las especificaciones de control de calidad (QC). Las
construcciones de inmundégenos de péptidos AB1.14 se descomplejaron del oligodesoxinucleétido (ODN) de CpG y el
adyuvante Adjuphos y se analizaron por HPLC segun las especificaciones analiticas para cada uno de los péptidos.
Como se muestra en el panel mas bajo a la izquierda de la Figura 2C, las dos construcciones de inmundgenos de
péptidos AB+.14 (SEQ ID NOs: 64 y 65) revelaron una mezcla equimolar de los dos péptidos respectivos en el tiempo
de elucién esperado tras el analisis de HPLC.

Se recuperaron los viales que contenian la formulacion de vacuna para EA de UBI para el estudio de
inmunogenicidad en cobayas. Se probaron dos grupos, cada uno de los cuales tenia seis animales, siendo uno el
grupo de vacuna donde se administraron 300 ug por dosis a las 0 y 3 wpi, mientras que el otro grupo se administré
con la formulacién de vacuna de placebo (es decir, la misma formulacion sin las dos construcciones de inmunégenos
de péptidos). Como se muestra en la Figura 7, se logré inmunogenicidad significativa por todos los animales tras la
administracién Unica que alcanzé una respuesta pico 5 wpi después de un refuerzo 3 wpi. Se probaron
adicionalmente los sueros inmunes tomados de 8 wpi para su reactividad con los péptidos Th respectivos empleados
para proporcionar la mejora de la inmunogenicidad. Como se muestra en la Tabla 8, poca reactividad, si alguna, se
dirigié a los péptidos Th para confirmar adicionalmente la naturaleza "inmunosilenciosa" de estos dos péptidos Th,
permitiendo asi una respuesta inmunitaria muy centrada dirigida exclusivamente hacia el extremo N del péptido AB.
La formulaciéon de vacuna para EA de UBI estd comprendida, por tanto, de productos quimicos bien definidos,
alejado de la industria histérica de las vacunas que trata exclusivamente con materiales biolégicos no bien
caracterizados, que generan respuesta inmunitaria enfocada como se disefio, y es mas ampliamente reactiva que
los anticuerpos monoclonales, asi mas efectivas en eficacia, pero mucho mas limpias que el tipo conjugado de
péptido-vehiculo convencional de vacunas, dominando asi un alto factor de seguridad.

Ejemplo 10

TINCION INMUNOHISTOQUIMICA DE CEREBRO HUMANO CON ENFERMEDAD DE ALZHEIMER PARA
EVALUAR LA ESPECIFICIDAD SEROLOGICA Y SEGURIDAD DE LA VACUNA PARA EA DE UBI

Sueros hiperinmunes de los babuinos de los Grupos 3 y 4 inmunizados con las construcciones de inmunégenos de
péptidos AR (SEQ ID NOs: 62 y 63) en la relacién equimolar descrita en el Ejemplo 7 se reunieron con fraccion de
IgG purificada y se probaron para su reactividad con cerebro humano con EA. Como se muestra en la Figura 8, se
encontrd la tincion con tanto vasos cerebrales como placas amiloides por IgG purificada de sueros hiperinmunes,
pero no de fracciones de IgG similares de los sueros preinmunes. La preincubaciéon de los sueros inmunes con
péptido AB1.14 absorbio toda la inmunorreactividad con tanto vasos cerebrales como placas de amiloide, pero no por
un péptido no relevante, que demuestra la alta especificidad de la reactividad de anticuerpos anti-Af en los sueros
inmunes por vacunacién con una formulacién de vacuna que comprende construcciones de inmundégenos de
péptidos AR (SEQ ID NOs: 62 y 63).

Se realiz6 otro estudio de inmunohistopatologia usando IgG de cobaya preinmune e hiperinmune en secciones de
criostato de tejidos humanos normales adultos para monitorizar la especificidad y autorreactividades de anticuerpos
no deseables. Se cribd el panel de tejidos humanos (N = 32) para inmunorreactividad con IgG anti-AB+1.14 purificada
de cobayas inmunizadas con la vacuna inmunoterapéutica para EA de UBI y se compard con IgG preinmune
purificada de los mismos animales. Se revisaron los patrones de inmunotincién observados en secciones de tejidos
normales adultos por patdlogos clinicos certificados en PhenoPath Laboratories. Excepto por la inmunorreactividad
positiva débil de algunos tejidos musculares (por ejemplo, endometrio), todos los tejidos humanos adultos probados
dieron negativo, ademas de la fuerte reactividad positiva en placas seniles en uno de los tres especimenes de
cerebro adulto e inmunotincion positiva de fluido cerebral dentro de muestras de médula espinal.

Ejemplo 11

ESTUDIOS DE INMUNOGENICIDAD DE LAS FORMULACIONES PROTOTIPO DE VACUNA PARA EA DE UBI
EN BABUINOS ADULTOS

En la Parte A del protocolo, se inmunizaron cuatro babuinos macho adultos a las 0, 3 y 6 semanas con inmundgenos
de péptidos AB+.14 (300 ug de péptido total por dosis) complejados en complejos inmunoestimulantes (ISC)
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patentados y se formularon con adyuvantes de sal mineral de aluminio. Las formulaciones de ISC/sal mineral
produjeron fuertes respuestas de anticuerpos anti-AB en todos los animales (Figura 9A). No se observaron
reacciones adversas del sitio de inyeccion.

Los objetivos para la Parte B del protocolo fueron: (1) monitorizar la seguridad y la reactogenicidad del sitio de
inyeccion de exposicion repetida a las dosis clinicas diana y a una dosis cuatro veces mas alta, (2) monitorizar la
inmunogenicidad en un estudio de aumento de dosis y (3) evaluar la cinética de la respuesta de memoria de los
anticuerpos. Entonces se dejé que los animales descansaran durante 72 semanas. Mientras tanto, los niveles en
suero de anticuerpos anti-Af habian disminuido 10-100 veces. A las 78 y 81 semanas después de la inyeccion inicial
(Figura 9B), se administraron cuatro animales con vacunas en o dosis de 300 ug de péptido a los nimeros de
animal 564 y 565 o dosis de 1200 ug a los nimeros de animal 556 y 561. Las respuestas de memoria restauraron
rapidamente los titulos pico de anticuerpos en los cuatro babuinos. En la semana 104, los titulos de anticuerpos
habian empezado a disminuir y los animales fueron nuevamente restaurados a los titulos pico por dosis de refuerzo
en la semana 104. Se determind la cinética de las respuestas de anticuerpos anti-AB en suero en las semanas 0, 2,
5, 6, 8, 10, 78, 81, 84, 88, 92, 96, 100, 104, 107 y 111 por ELISA de péptidos anti-AB1.2s. No se observaron
reacciones del sitio de inyeccion en los animales que recibieron la dosis de 300 ug. Sin embargo, se observo cierta
rojez e inflamacion en los sitios de inyeccion para los babuinos que recibieron la dosis alta (1200 pg) en la semana
78 solo; esta reaccion transitoria fue completamente resuelta en el plazo de una semana. No se informaron otros
acontecimientos adversos o problemas de seguridad durante los 2 afios que se evaluaron los babuinos.

Ejemplo 12

ENSAYO DE NEUROTOXICIDAD /N VITRO PARA LA INHIBICION DE LA FIBRILOGENESIS Y PROTECCION DE
LA TOXICIDAD MEDIADA POR AB140 POR ANTICUERPO ANTI-AB

Los ensayos de neurotoxicidad emplearon la linea celular de feocromocitoma de rata, PC-12, y disoluciones
envejecidas del péptido AB+.40, como se describe previamente por Solomon B, et al. (Proc Natl Acad Sci USA. 1997;
94:4109-4112). La disolucion de péptido se caracterizd por formacion fibrilar por unién a rojo Congo. En los dias 6 y
9, la disolucién unié cantidades equivalentes del colorante como se muestra por la absorbancia, Assonm. Esta
observacion proporciond pruebas de la formacion de agregados toxicos de AB14o; se probd la preparacion del dia 9
para la toxicidad para células PC-12.

Se cultivaron las células PC-12 en cultivo de tejido y se suspendieron en medio de ensayo y se dispusieron en los
pocillos de una placa de cultivo de tejido de fondo redondo de 96 pocillos, 5 x 103 células/pocillo en 100 pl. Se probo
la toxicidad del péptido incubado a 37 °C (es decir, AB140 agregado) y un péptido recién preparado (es decir, no
agregado) a 25 y 6,5 uM por duplicado. Los controles fueron células PC-12 con medio de ensayo solo. Las placas se
incubaron durante 48 horas a 37 °C en una estufa de incubacion con CO,. Se determiné la toxicidad para las células
por el ensayo de citotoxicidad CytoTox 96® de Promega. La lisis se determind por absorbancia, Asgonm, Yy los
resultados se presentaron como el porcentaje de citotoxicidad en comparacion con 100 % de lisis.

Evaluacioén in vitro de la vacuna para EA de UBI para inmunogenicidad funcional

Se usaron el ensayo de neurotoxicidad usando la linea celular de feocromocitoma de rata, PC-12, y disoluciones
envejecidas del péptido AB1.40 caracterizadas por ser toxicas para evaluar la eficacia funcional de la respuesta de
anticuerpos a la vacuna para EA de UBI. Se probd la disoluciéon envejecida de péptido AB140 para toxicidad en
células PC-12 siguiendo una pre-incubacion de una hora en presencia de sueros anti-Af de cobaya o babuino de los
protocolos de inmunizacién de animales. Se probaron los sueros anti-AB a diluciones 1:30 y 1:90. Los resultados
finales se presentaron como el porcentaje de inhibicién de la agregacion de fibrillas de AB14o y €l porcentaje de
proteccion de células PC-12 de la citotoxidad mediada por fibrillas de AB140. Se incluyeron los sueros preinmunes
desde la semana 0 de ambos experimentos de inmunizacién como controles. Los sueros de cobaya inmunes y los
sueros de babuino de las semanas 5 y 8, ambos a las diluciones de 1:30 y 1:90, proporcionaron una inhibicién
significativa (50 a 70 % para los sueros de cobaya de sangrados recogidos en tanto las semanas 5 como 8 a tanto
las diluciones 1:30 como 1:90, respectivamente) cuando se compararon con el 5 a 10 % de inhibicién de fondo para
los sueros preinmunes a diluciones correspondientes; y (75 y 50 % para los sueros de babuino para sangrados
recogidos en tanto las semanas 5 como 8 a las diluciones 1:30 y 1:90, respectivamente) cuando se compararon con
el 15 % de inhibicién de fondo para los sueros preinmunes de babuino en el ensayo de inhibicion de fibrilogénesis.
Similarmente, se encontré que la proteccion de células PC-12 de la toxicidad mediada por AB1.40 en el intervalo de
60 a 80 % para estas condiciones, en comparacion con los resultados de fondo obtenidos de los sueros preinmunes
de tanto las cobayas como los babuinos. Estos resultados establecen actividad de neutralizacién funcional contra el
péptido AB14o toxico para los anticuerpos provocados por la inmunizacion con inmundgenos de péptidos de
amiloide-g UBITh®.

Ejemplo 13
EFECTOS DE LA VACUNA PARA EA DE UBI EN UN MODO PREVENTIVO SOBRE LA MORFOLOGIA
CEREBRAL Y CONCENTRACION DE PEPTIDO AMILOIDE-B (AB142) EN MUESTRAS DE CEREBRO DE
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RATONES TRANSGENICOS JOVENES QUE EXPRESAN EN EXCESO HAPP751

Los presentes inventores evaluaron los efectos de la vacuna para EA de UBI en un modo preventivo sobre la
morfologia cerebral y la concentracion de péptido amiloide-B (AB142) en muestras de cerebro de ratones
transgénicos (tg+) jovenes que expresan en exceso hAPP751 con las mutaciones Swedish y London y en sus
compafieros de camada no transgénicos (ntg) (Rockenstein EM, et al., 1995 y 2001).

Se inmunizaron ratones transgénicos (tg+) jovenes con la vacuna para EA de UBI a ~14 semanas de edad en un
modo de prevencion. Cuando se tifieron inmunohistoquimicamente tejido cerebrales con anticuerpos anti-Af1.42 para
la determinacion de placas de amiloide, los resultados para estos ratones tg+ jovenes sensibles mostraron que se
redujo la carga de placas. Cuando se extrajeron bioquimicamente los tejidos cerebrales de ratones tg+ jovenes
vacunados y se evaluaron para niveles de ABi42 por ensayo cuantitativo, los resultados de los ratones
respondedores tg+ jovenes indicaron una reduccion en la deposicion de AB. Ambos de estos parametros indican que
la reduccion de la carga de AB142 se correlaciona con la respuesta de los anticuerpos a la vacuna para EA de UBI.

Ademas, las determinaciones del porcentaje de activacion celular de la microglia relativa usando anticuerpo anti-
CD11b y de infiltracion de linfocitos T usando anticuerpo anti-CD3 no revelaron pruebas de elevada activacion
celular inmune en los cerebros de los animales tg+ jovenes tratados con vacuna para EA cuando se comparé con los
animales de control tg+ no tratados.

a. Fin global:

Evaluar los efectos de las vacunaciones intramusculares durante un periodo de 12 a 16 semanas con la vacuna
inmunoterapéutica para EA de UBI sobre la deposicién de amiloide cerebral y la carga de placas cerebrales, asi
como los niveles de péptido de amiloide-B (AB1-42) humano en plasma.

Los animales transgénicos expresan constitutivamente en exceso proteina precursora del amiloide humana (hAPP)
con las mutaciones London (717) y Swedish (670/671) bajo el control regulador del promotor Thy-1 murino
(Rockenstein EM, et al., 1995, y 2001). La deposicion de AB142 ocurre ya a los 3 a 4 meses de edad con la aparicion
de placas maduras en la corteza frontal y a los 5 a 7 meses de edad la formacién de placas se extiende al
hipocampo, talamo y areas de proyecciones corticales de la corriente olfativa en los ratones tg+ hAPP751.

b. Resumen del protocolo para el modo de prevenciéon

Se seleccionaron los ratones transgénicos (tg+) hAPP751 y sus compafieros de camada no transgénicos (ntg) (14 +
2 semanas) para evaluar los efectos de la vacuna para EA de UBI sobre la deposicién de AR cerebral, y carga de
placas de AR cerebral. Se separaron un total de 33 ratones tg+ y 10 ratones ntg en 4 grupos: ratones de control tg+
con placebo (n = 10) se inyectaron con el adyuvante solo; ratones tg+ experimentales (n = 13) se inyectaron con la
vacuna para EA de UBI (90 ug por dosis de 150 pl); ratones de control tg+ no tratados (n = 10); y ratones de control
ntg no tratados (n = 10). Se administraron un total de tres dosis en las semanas 0, 3, 12 y se administré6 una dosis
adicional en la semana 16. En la semana 25,5, todos los ratones se monitorizaron para el aprendizaje espacial por la
prueba del laberinto de agua de Morris. Los ratones se siguieron durante 4 semanas adicionales y luego se
sacrificaron.

c. Determinacion del titulo de anticuerpos anti-AB1-28

Todos los ratones tg+ y ntg se sangraron en las semanas 0, 3, 6, 9, 12, 16, 19, 22 y 29. Se separo6 el suero para la
determinacion de titulos de anticuerpos anti-Af312s usando el ELISA de AB1.2s. Ninguno de los ratones tg+ tratados
con placebo y ratones tg+ no tratados tuvo titulos de anticuerpos anti-AB1.2s detectables. Sin embargo, los ratones
tg+ jovenes que recibieron al menos dos inyecciones de la vacuna para EA de UBI tuvieron titulos de anticuerpos
detectables.

d. Morfologia cerebral y andlisis de deposicidon de amiloide y carga de placas

Al final del estudio en vida, en el sacrificio, los ratones se perfundieron transcardicamente con solucién salina
fisiolégica (0,9 %), se extirparon rapidamente los cerebros, se hemiseccionaron y se prepararon para el analisis
posterior. Se congelaron los hemisferios izquierdos y después se analizaron como se describe en la Seccién e a
continuacion. Se fijaron por inmersién los hemisferios derechos en 4 % de paraformaldehido nuevo en PBS, pH 7,4,
durante una hora. Entonces se transfirieron los hemisferios a una disoluciéon al 15 % de sacarosa para
crioproteccion. Al dia siguiente, los cerebros se congelaron sobre nieve carbonica y se guardaron a -80 °C hasta que
se usaron para investigaciones histoldgicas. Se tifieron las secciones de criostato (10 nm de espesor) con H&E, se
registraron y se evaluaron para la integridad de la capa neuronal y morfologia macroscopica. Se evaluaron
secciones de tejido criocortadas usando anticuerpo monoclonal 4G8 (anti-AB17.24) para determinar la deposicion de
AB y la carga de placas en la corteza y el hipocampo. Se cuantificaron el nimero de placas y el area cubierta por las
placas y el valor medio de nueve rebanadas de tejido de 5 capas diferentes a través del cerebro sagital de cada
animal formé el valor estadisticamente relevante para un animal. Se evaluaron siete ratones tg+ en el grupo tratado
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con vacuna para EA de UBI y siete ratones tg+ en el grupo de control no tratado. Los resultados se expresan como
porcentaje de la carga de placas de AB1-2s de los animales tratados con la vacuna para EA de UBI (n = 7) frente a los
no tratados (n = 7) (Figuras 10A, 10B) y representan la carga de placas relativa promedio detectada en 9 secciones
de tejido por inmunohistoquimica. Una comparacion de los ratones tg+ que responden a la vacuna para EA de UBI
frente a los animales sin tratar también esta incluida en la corteza cerebral (0,22 % frente a 0,32 %) y en el
hipocampo (0,20 % frente a 0,29 %); la carga de placas media reducida se indica en los animales tratados con
vacuna altamente sensibles.

e. Determinacién de AB1-42 por fraccionamiento bioquimico de tejido cerebral

Se sacrificaron los animales y se prepararon los cerebros como se describen en la siguiente seccion. Se congelo el
hemisferio izquierdo del cerebro por separado y después se evaluaron las fracciones solubles de cuatro extracciones
de cerebro para los niveles de péptido AB1.42 usando kits de ELISA de AB+.42 de alta sensibilidad para la deteccion de
antigenos fabricados por The GENETICS Company, Suiza; se determinaron los niveles de AB1.42 en comparacion
con la norma proporcionada por el fabricante. Los resultados obtenidos en las cuatro fracciones de cerebro se dan
como ng/g de cerebro hiumedo. Se extrajo el hemisferio izquierdo del cerebro (incluyendo el bulbus olfactorius) de
cada animal con solucion salina tamponada con TRIS (TBS), detergente Triton X-100, detergente SDS y acido
férmico (FA) para la caracterizacion y evaluacion de AB+.42 y las fracciones se probaron por duplicado. Brevemente,
el extracto de TBS contiene la fraccién de AB14o y AB142 soluble en agua del tejido cerebral. Para disolver los
restantes péptidos de beta amiloide, son necesarios detergentes y acidos. Triton X-100 es un derivado de oligo-
etilenglicol con dos propiedades; el resto de iso-octilo con el anillo de benceno destruye las fuerzas apolares de van
der Waals y los restos -O-CH»-CHa- repetidos desintegran los enlaces de hidrégeno. SDS tienen un efecto bilateral
similar, pero es mas fuerte y altera toda la estructura secundaria; el péptido AR se volvera lineal y se estirara la
cadena peptidica. El acido férmico es el disolvente mas fuerte y rompe principalmente los enlaces de hidrogeno. Se
puede asumir que TBS solubiliza las estructuras oligoméricas. Triton solubiliza polimeros mas pequefios, como
protofibrillas. SDS rompe las estructuras restantes completas y la proporcion restante que comprende fibrillas
insolubles fuertemente complejadas se puede separar en FA, principalmente como mondmeros. Por tanto, para
evaluar el estado de polimerizacion de beta amiloide y la eficacia de un compuesto de prueba anti-amiloidogénico,
se investigan las cuatro fracciones.

El ELISA cuantitativo de AB y las extracciones bioquimicas prueban si la respuesta de anticuerpos anti-AB de los
ratones tg+ respondedores tratados con vacuna (la vacuna para EA de UBI) esta asociada con una carga de AB
reducida cuando se compara con los ratones tg+ no tratados. Cabe destacar los reducidos niveles globales de AB1.42
en los ratones tg+ que responden a la vacuna para EA de UBI cuando los niveles de AB142 en cada una de las
cuatro extracciones bioquimicas de tejido cerebral se comparan con los resultados de los animales de control tg+ no
tratados (Figuras 11A, 11B).

f. Determinacion de la activacion celular de la microglia

Se evaluaron secciones de tejido criocortadas para las células activadas de la microglia usando el anticuerpo
CD11b; se evalu6 el tamafio de objeto medio como un cociente del area a través del numero de objetos en cada
rebanada como una medida media de la agrupacion de células de la microglia; el valor medio de 9 rebanadas de 5
capas diferentes a través del cerebro sagital de cada animal formo el valor estadisticamente relevante para un
animal.

Los resultados de los ratones tg+ tratados con vacuna (n = 7) frente a ratones tg+ no tratados (n = 7), expresados
como el porcentaje de areas de células CD11b-positivas tefiidas en la corteza cerebral y el hipocampo, mostraron
que los animales tratados tenian menor porcentaje promedio de areas tefiidas cuando se compararon con los
animales de control tg+ no tratados. Estos resultados indican que los animales tratados con vacuna no muestran
elevados numeros de células activadas de la microglia cuando se comparan con los ratones transgénicos no
tratados.

g. Determinacion de la infiltracion de linfocitos T en tejido cerebral

Se evaluaron secciones de tejido criocortadas para detectar el nimero de linfocitos T en la corteza cerebral, el
hipocampo y dentro de vasos sanguineos y se contaron exclusivamente las células. El valor medio de nueve
rebanadas de tejido de 5 capas diferentes a través del cerebro sagital de cada animal formé el valor
estadisticamente relevante para un animal. Los resultados de los ratones tg+ tratados con vacuna (n = 7) frente a
ratones de control tg+ no tratados (n = 7), expresados como el nimero de linfocitos T CD3-positivos tefiidos en
corteza cerebral e hipocampo y el nimero de linfocitos T tefiidos dentro de los vasos sanguineos, indican que los
animales tratados con vacuna muestran una ligera disminuciéon en los linfocitos T inmunotefiidos contados en la
corteza cerebral, el hipocampo y los vasos sanguineos cuando se comparan con los animales tg+ de control no
tratados.

h. Conclusiones
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Se inyectaron los ratones transgénicos hAPP751 3 o 4 veces por via intramuscular durante un periodo de 16
semanas con la vacuna para EA de UBI o una vacuna de placebo. Los animales tuvieron buena tolerabilidad global
a la vacuna para EA de UBI, considerando especialmente la alta concentracion de las construcciones de
inmunogenos de péptidos ABs.14 de UBI administradas por dosis (90 ug/150 pl) a estos animales. En los
respondedores, se observaron carga de placas de AR reducida y niveles de AB1.42 reducidos en las 4 extracciones
de tejido cerebral de estos animales. También se mostraron deposicion y placas de A reducida por
inmunohistoquimica. No hubo evidencia de activacion celular de la microglia o infiliracion de linfocitos T en los
cerebros de ratones tg+ hAPP751 tratados con vacuna.

Ejemplo 14
MAPEO DE EPITOPES DE RESPUESTA DE ANTICUERPOS A VACUNA PARA EA DE UBI PARA SEGURIDAD

Se evaluaron pruebas de ELISA usando placas recubiertas con péptidos ABi1s (SEQ ID NO: 4), ABi12s
(SEQ ID NO: 3), AB17.42 (SEQ ID NO: 67), Th de MvF5 (SEQ ID NO: 46), Th de HBsAg3 (SEQ ID NO: 47) como los
antigenos de fase sdlida para la especificidad de la respuesta de anticuerpos a la vacuna para EA de UBI en los
sueros de las cobayas y babuinos inmunizados. Se detectaron anticuerpos anti-AB de alto titulo generados por la
vacuna con los antigenos AB1.12 y AB1-2s (Tabla 1); sin embargo, existié la preocupacion de que el péptido AB1.2s
también estuviera detectando anticuerpos adicionales debido a la "extensién de epitopes de linfocitos B" mas alla del
aminoacido 14, una fuente de reactividades cruzadas posiblemente adversas.

Para tratar esta preocupacion, también se probaron antisueros hiperinmunes de cobaya y antisueros hiperinmunes
de babuino con péptido AB+742 por ELISA. Los titulos de ELISA indican que la diseminacién de epitopes no se
detectd en las muestras hiperinmunes probadas. Los sueros hiperinmunes mostraron una uniéon mejorada al péptido
AB1-28, pero no reaccionaron con AB+7.42. Los sueros hiperinmunes no reaccionaron ni con los dominios del péptido
Th de MvF5 (SEQ ID NO: 46) ni Th de HBsAg3 (SEQ ID NO: 47). En un método de mapeo fino de epitopes para
localizar el (los) sitio(s) de unién del anticuerpo predominante en restos especificos dentro de la regién diana, se
sintetizaron 24 péptidos 10-meros solapantes alrededor del resto acido aspartico "D" del extremo N de la secuencia
de péptidos de AB1.14 y la region adyacente de la proteina precursora del péptido amiloide-f humano (hAPP), para
cubrir la longitud entera de AB+.14 mas las posiciones de hAPP adyacentes (Tabla 9). Estos péptidos anidados se
usaron individualmente para recubrir pocillos de microtitulacion como inmunoadsorbentes de fase sodlida para
pruebas de ELISA. Se recubrié la placa de ELISA de control positivo con AB12s. Se probaron para la unién de
anticuerpos con los sueros de los cuatro babuinos inmunizados, desde las semanas 0, 10, 84 y 111. Se diluyeron
sucesivamente los sueros de babuino y se ensayaron en placas recubiertas con un péptido 10-mero a 5 ug/ml.
Como era de esperar, el péptido (DAEFRHDSGY) con SEQ ID NO: 6 que representa el 10-mero del extremo N de
AB1-14 (SEQ ID NO: 4) reaccioné fuertemente con sueros inmunes de los cuatro babuinos. "D" en la posicion 1 de
AB1.14 fue clave para la especificidad del anticuerpo. La deleciéon de "D" o la modificacién de la posicién 1 a "E"
(acido glutamico) produjo la unién intensamente reducida a los péptidos 10-meros, que indica la alta especificidad de
los anticuerpos de babuino por ABi10 (SEQID NO: 6) y la baja probabilidad de la aparicién de sitios de
reconocimiento de anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con las construcciones de inmundégenos de
péptidos AR en cualquier parte sobre el péptido ABi42 0 su precursor. Ademas, el mapeo de epitopes para
especificidad fina reconocido por los sueros inmunes se confirmé ademas por el ELISA de inhibicién competitivo
como se muestra en la Tabla 10. En resumen, estos hallazgos de epitopes de anticuerpos demostraron que los
anticuerpos inducidos por el candidato a vacuna inmunoterapéutica para EA de UBI fueron especificamente dirigidos
al dominio del extremo N de AR, no a sitios mas alla del resto 14 ni a los dominios Th de MvF5 ni Th de HBsAg3.

Ejemplo 15

RESPUESTA DE ANTICUERPOS Y NIVELES DE AB1-40 EN SUERO Y LCR DE MACACOS CANGREJEROS
QUE RECIBIERON MULTIPLES INMUNIZACIONES CON VACUNA PARA EA DE UBI

La cinética de la respuesta a la vacuna mostré que cuatro de los seis macacos en el Grupo 2 de baja dosis (150 pg
por 0,25 ml) y los seis macacos en el Grupo 3 de alta dosis (750 ug por 1,25 ml) generaron anticuerpo contra las
construcciones de inmundégenos de péptidos AB1.14 que reaccionan de forma cruzada con AB14 después de la
primera inmunizacion.

Como se muestra en la Tabla 11, tanto los animales con dosis baja como con dosis alta sostuvieron un anticuerpo
de alto titulo durante la duracion del estudio (hasta la semana 27). La especificidad fina de la respuesta de
anticuerpos mediante mapeo de epitopes (Tabla 12) con sueros de cuatro macacos por grupo, inmunizados tres
veces (9 WPI) y cinco veces (15 WPI) con o dosis alta (750 ug) o baja (150 ug) de la vacuna para EA de UBI, indicé
una fuerte especificidad por el péptido AB1.10 del extremo N (DAEFRHDSGY) (SEQ ID NO: 6) en los cuatro animales
por grupo, similar a la observada con sueros inmunes del estudio anterior en babuinos (Tabla 9). A diferencia del
patron de reactividad observado en babuinos, se observaron algunas reactividades modestas con los cuatro
animales para péptidos con SEQ ID NOs: 20 a 22 que rodeaban los restos RHD en las posiciones 4, 5y 6 del
extremo N del péptido AB142. No se indican reactividades adicionales con otros péptidos 10-meros fuera de los
cuatro mencionados anteriormente para ninguna de las muestras de macaco probadas.
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Se determinaron los efectos de la vacuna para EA de UBI sobre los niveles de AB14o en sueros y LCR usando kits
de inmunoensayo comercialmente disponibles. Como se muestra en la Tabla 13, la concentracion de AB31.40 después
de la vacunacion se determind en suero a las 0, 15, 21 y 25,5 semanas y en LCR en el momento del sacrificio
(semana 15 + 1 dia o semana 27). Los niveles de AB1.40 en suero fueron elevados en macacos que recibieron la
vacuna para EA de UBI, pero se observaron niveles normales en animales que recibieron la vacuna de placebo. A
diferencia, los niveles de AB1.40 mantuvieron un estado estacionario en el liquido cefalorraquideo (LCR) de macacos
que recibieron o la vacuna de placebo o para EA de UBI. Estos resultados respaldan la "Hipétesis del sumidero
periférico" como el modo de accién para anticuerpos anti-Af por el cual los anticuerpos promueven la salida de
péptidos AR del cerebro al sistema circulatorio periférico.

Ejemplo 16

RESPUESTA INMUNITARIA CELULAR DE MACACOS CANGREJEROS QUE RECIBIERON MULTIPLES
INMUNIZACIONES CON VACUNA PARA EA DE UBI

Se aislaron muestras de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de sangre completa recogida a las 15,
21y 25,5 semanas y luego se cultivaron en presencia de diversos péptidos AB. Como se muestra en la Tabla 14, no
se observaron respuestas de proliferacion por linfocitos cuando se afadio el péptido AB1.14 a medio de cultivo. Sin
embargo, se observaron respuestas de proliferacion positivas cuando el péptido AB1.42 0 AB1742 (SEQ ID NO: 67) se
afnadi6 a algunos cultivos de CMSPs.

También se probaron las muestras de CMSPs recogidas a las 15, 21 y 25,5 semanas para la secrecioén de citocinas
en presencia de péptidos AB o el mitdgeno PHA. Como se muestra en la Tabla 15, tres citocinas (IL-2, IL-6, TNF-a)
mostraron secrecion detectable en respuesta al péptido AB142 de longitud completa, pero no al péptido AB1.14; no se
detectd la regulacion por incremento de la secrecion de citocinas en las muestras tratadas con la vacuna para EA de
UBI cuando se compar6 con las muestra de vacuna de placebo. Otras tres citocinas (IL-10, IL-13, IFN-y) probadas
en presencia de los péptidos AR estuvieron por debajo del limite de deteccidon del ensayo en todos los cultivos de
CMSPs.

Los macacos se inmunizaron con la vacuna para EA de UBI que solo tenia inmundgenos de péptidos AB+.14 del
extremo N con epitopes T cooperadores extrafos, sin el dominio del péptido AB17.42, que indica que los resultados
de proliferacion positivos indicados en los cultivos de CMSPs en presencia de péptido ABi42 no estuvieron
relacionados con la respuesta a la vacuna para EA de UBI, sino que fueron una respuesta de fondo a AB nativo.

Estos resultados respaldan la seguridad de la vacuna para EA de UBI que solo tiene ABi.14 y epitopes T
cooperadores extrafios, que muestran que no genera anti-autorrespuestas inmunitarias celulares posiblemente
inflamatorias a péptidos AB en los macacos normales. A diferencia, los acontecimientos adversos asociados a la
encefalitis en los estudios de ensayo clinico de la vacuna AN-1792 se atribuyeron en parte a la inclusion de epitopes
de linfocitos T dentro del inmundgeno de AB1.4: fibrilar/agregado de esa vacuna.

Ejemplo 17

COMPARACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE VACUNA PARA EA DE UBI A DIFERENTES NIVELES EN
COBAYAS, MACACOS Y BABUINOS

Después de extensas pruebas de las diversas construcciones de inmundgenos de péptidos A para su idoneidad
como componentes clave de la vacuna de EA, se seleccionaron construcciones peptidicas con SEQ ID NOs: 64 y 65
para idear y disefiar formulaciones de vacuna. Se probd ampliamente la formulaciéon de vacuna seleccionada que
comprendia las dos construcciones de inmundgenos de péptidos que forman complejos inmunoestimulantes con
oligébmeros de CpG y complementados con sales minerales de Adjuphos (la vacuna para EA de UBI), como se
describe en los Ejemplos 8 a 15, para calibrar su inmunogenicidad en multiples especies (cobayas, macacos y
babuinos) y pautas posoldgicas en la preparacion para su uso en ensayos clinicos. La Tabla 16 resume la dosis de
péptidos frente a la tasa de respondedores (nimero de animales con titulos positivos / nimero total de animales
probados) después de una o mas dosis, y peso corporal de cada especie para la evaluacion de los programas de
dosis de la vacuna para EA de UBI. A partir del analisis, es preferible establecer el nivel de dosis en mas de 100 pg,
basado en datos de todas las especies en cuestion, para llegar a una tasa de respuesta respetable después de una
dosis Unica que, tras el refuerzo, permitiria una tasa de respuesta alta o casi plena. Se seleccionaron los 300 ug por
dosis de 0,5 ml de la vacuna para EA de UBI para estudios en sujetos humanos. En los estudios clinicos de fase I,
los individuos se inmunizaron a las 0, 4, 12 semanas. Cuatro semanas después de una dosis, 2 de los 19 sujetos
reclutados tuvieron titulos positivos de anticuerpos anti-AB; cuatro semanas después de dos dosis a las 8 semanas,
17 de los 19 sujetos dieron positivo; y cuatro semanas después de las tres dosis a las 16 semanas, los 19 sujetos
dieron positivo y siguieron dando positivo hasta el fin del estudio de fase | en las semanas 24-26.

Ejemplo 18
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ENSAYO CLINICO DE FASE | SUGIERE EL EFECTO TERAPEUTICO POR LA VACUNA PARA EA DE UBI (UB-
311)

El péptido AB es una diana terapéutica importante en la EA basada en la evidencia patoldgica, bioquimica y genética
que respalda su funcién en el proceso de enfermedad. El objetivo de una inmunoterapia activa de AB, tal como la
vacuna para EA de UBI (UB-311), es estimular una respuesta inmunitaria para generar anticuerpos anti-Af robustos
que capturen el exceso de péptidos AR de la circulacidon y prevengan o ralenticen el deterioro cognitivo.

Se realiz6 el ensayo clinico de fase | de UB-311 titulado "Un estudio de etiqueta abierta de fase | para evaluar la
seguridad, tolerabilidad e inmunogenicidad de la vacuna inmunoterapéutica para EA de UBI (UB-311) en pacientes
con enfermedad de Alzheimer de leve a moderada" basandose en el protocolo clinico final autorizado. Se reclutaron
un total de 19 pacientes con EA de leve a moderada. Cada paciente recibid tres inyecciones intramusculares del
farmaco del estudio (UB-311) en las semanas 0, 4 y 12. La duracion total del estudio fue 24-26 semanas.

Ademas de la evaluacioén de los datos de seguridad, tolerabilidad, inmunogenicidad y eficacia recogidos del ensayo
clinico de fase | UB-311, se describen los analisis de investigacion del epitope de unién al anticuerpo, niveles de
péptidos AB y funciones inmunes de los sujetos del estudio sujetos para fines exploratorios. Los resultados de la
sangre recogida antes y después de la inmunizaciéon con UB-311 en las semanas 0, 4, 8, 12, 16 y 24/26 para el
aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y muestras de suero/plasma para el analisis
serolégico y de inmunogenicidad incluyen (1) titulos de anticuerpos anti-AB, (2) mapeo de epitopes, (3) niveles de
AB140 en plasma y (4) proliferacion de linfocitos in vitro y analisis de citocinas.

Se reclutaron en el estudio un total de 19 sujetos con enfermedad de Alzheimer (EA) de leve a moderada y
recibieron tres inyecciones intramusculares de la vacuna inmunoterapéutica para EA de UBI (UB-311) en las
semanas 0,4 y 12.

UB-311 demostré que cumplia los perfiles de seguridad y tolerabilidad cuando se administraba a pacientes con EA
de leve a moderada clinicamente documentada. La incidencia de acontecimientos adversos (AEs), que estuvieron
definitivamente, probablemente o posiblemente relacionados con UB-311, se disefid como un criterio principal de
valoracion para evaluar la seguridad del tratamiento con UB-311. Durante el periodo del estudio, se informaron 16
episodios de AEs relacionados con el tratamiento en 9 de los 19 sujetos. Entre los AEs relacionados con el
tratamiento estuvieron reacciones leves del sitio de inyeccion (5 sujetos), agitacion moderada (2 sujetos) y un leve
aumento de la tasa de sedimentacion de globulos rojos (2 sujetos). Todos los AEs relacionados con el tratamiento se
clasificaron como grado 1 (leve) o 2 (moderado) de intensidad y no se tomo ninguna accién para estos episodios. Un
sujeto con antecedentes personales de espondilitis anquilosante y diabetes mellitus informé un acontecimiento
adverso grave (SAE) de herpes zodster durante el periodo de seguimiento. El sujeto fue inmediatamente
hospitalizado al ocurrir el acontecimiento y se le proporcionaron tratamientos apropiados. El SAE se evalué como de
causalidad poco probable y el sujeto recibioé el alta dos semanas después debido a la mejoria de su afeccion.

Se evalud la tolerabilidad de UB-311. Los 19 sujetos completaron el tratamiento y ninguno se retird antes del estudio
a pesar de las manifestaciones de AE. Asi, la tolerabilidad fue del 100 %.

Ejemplo 19

LA ADMINISTRACION DE LA VACUNA UB-311 GENERO ANTICUERPOS CON ESPECIFICIDAD POR EL
EXTREMO N DEL DOMINIO DE AB1.14 EN TODOS LOS SUJETOS

Como se muestra en la Figura 12, se midi6 el cambio en los niveles de anticuerpos anti-AB1.14 en las semanas 0, 4,
8, 12, 16 y 24-26 para evaluar la inmunogenicidad de la vacuna UB-311. El valor medio de los niveles de anticuerpos
anti-AB1.14 transformado en logio para todos los sujetos en la semana 0 (pre-tratamiento) fue 1,14, aumenté
ligeramente hasta 1,21 en la semana 4, aumentd notablemente hasta 2,00 y 1,91 en las semanas 8 y 12, alcanz¢ el
maximo a 2,70 en la semana 16 (4 semanas después de la tercera inmunizacion) y disminuy6 hasta 2,28 en las
semanas 24-26.

Los titulos de anticuerpos se trasformaron en logo y se usaron sus valores en la semana 0 como el nivel inicial. Se
observd una tendencia comparable para los tres titulos anticuerpos especificos. El valor medio de cambio de los
titulos de anticuerpos aumenté ligeramente en la semana 4, excepto para los anticuerpos de monémeros anti-AB1.42,
en el momento cuando los sujetos ya habian recibido la primera dosis de UB-311 en la semana 0, pero antes de la
segunda dosis. Los titulos de anticuerpos también aumentaron en la semana 8 después de que se administrara la
segunda dosis a los sujetos en la semana 4. Después de la administracion de la tercera dosis en la semana 12, se
detectoé en la semana 16 el cambio medio pico de los titulos de anticuerpos.

Ejemplo 20
LAS PRUEBAS NEUROLOGICAS, COGNITIVAS Y FUNCIONALES EVALUAN LA EFICACIA DE LA VACUNA
UB-311 EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE LEVE A MODERADA
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Se evalud la eficacia de UB-311 mediante la mediciéon de los cambios de la puntuacion ADAS-Cog, puntuacion
MMSE y ADCS-CGIC en 19 pacientes. Se evaluaron la puntuaciéon ADAS-Cog y ADCS-CGIC en la semana 0 (V2),
semana 16 (V7) y semanas 24-26. Se midio la puntuacion MMSE en la preseleccion (V1), semana 16 y semanas 24-
26. Entre los sujetos, se observaron aumentos de 1,42 y 0,79 en la puntuacion ADAS-Cog desde la semana 0 hasta
la semana 16 y desde la semana 16 hasta las semanas 24-26, respectivamente. La puntuacion ADAS-Cog media en
el nivel inicial fue 26,26 entre los sujetos, aumento hasta 27,68 en la semana 16 y aument6 ligeramente hasta 28,47
en las semanas 24-26. Ademas, se encontraron reducciones de 0,32 y 0,79 en la puntuacién MMSE desde la visita
de preseleccion hasta la semana 16 y desde la semana 16 hasta las semanas 24-26 (Figura 13).

La puntuacion media de MMSE de los sujetos en la visita de seleccion fue 19,16. La puntuacion disminuyé hasta
18,84 en la semana 16, y hasta 18,05 en las semanas 24-26, la ultima visita. En particular, a pesar de las
puntuaciones medias de las dos escalas alteradas, la distribucién de las puntuaciones para sujetos individuales
estuvo bastante dispersa y, por tanto, parecié que las tendencias de las dos escalas fue estable.

En cuanto a la clasificacion ADCS-CGOC, mas del 35 % de los sujetos demostraron mejorias en la semana 16, 4
semanas después del ultimo tratamiento (tercera dosis). Estas tasas de mejoria disminuyeron hasta no mas de 18 %
en la poblacion de pacientes después de un cese mas largo del tratamiento en las semanas 24-26. En la semana 16,
ligeramente menos de la mitad de los sujetos no tuvieron cambio en ADCS-CGIC, y esta categoria de sujetos
aumento ligeramente hasta mas del 50 % de los sujetos totales después de otro periodo de seguimiento sin
tratamiento de 8 a 10 semanas después de la semana 16. Comparando la proporcién de sujetos con mejoria frente a
empeoramiento, se mostraron resultados positivos en la semana 16 en favor del producto en fase de investigacion,
pero no en la semana 24-26 (12 semanas después de la ultima dosis de vacuna).

En los analisis de subgrupo, los resultados demostraron que sujetos ancianos con EA leve (edad > 60 afios y MMSE
basal > 20) tuvieron una mejor respuesta a la vacuna UB-311 mostrando (1) una disminucién de 3 puntos en ADAS-
Cog media (en comparaciéon con un aumento de 3,81 puntos en el grupo de placebo del ensayo de fase Il de
tarenflurbil durante un periodo de 12 meses), (2) una puntuacion de MMSE promedio estable (en comparacion con
una disminucion de 2,04 puntos en el grupo de placebo del ensayo de fase Il de tarenflurbil durante un periodo de 12
meses), como se muestra en la Figura 14, y (3) una mayor proporciéon con mejoria y sin cambio de tasa en ADCS-
CGIC. Dicha mejoria en tres de las tres puntuaciones de cognicidon en pacientes con EA leve con edad >60 afos
nunca ha sido informada y se recibe con gran entusiasmo.

Ejemplo 21

ENZIMOINMUNOANALISIS (ELISA) PARA LA DETEC,CIC')N DE ANTICUERPOS HUMANOS CONTRA
MONOMEROS DE AB1.2s, MONOMEROS DE AB1.42 U OLIGOMEROS DE AB1.42

El estudio de la enfermedad de Alzheimer ha demostrado que agregados de AB y oligdmeros derivados de AR
desempefian una funcion central en la patogénesis de la EA. Se ha informado de la unién de oligémeros de AR a
neuronas que expresan las subunidades NR1 y NR2B del receptor de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA)
(NMDA-R) por Lacor PN en Current Genomics 2007; 8:486-508. Cuando los oligdmeros de AB se unen a NR1 y
NR2B en células neuronales hipocampicas, esta union ligando-receptor da como resultado una disminucion
significativa en el nUmero de terminales sinapticas, que esta asociado con los déficits de memoria y cognitivos y
demencia. Recientemente, resultados de estudios in vifro en células y ensayos clinicos indicaron que los anticuerpos
de oligébmeros anti-Af son capaces de bloquear esta union y proteger las neuronas de la toxicidad de oligémeros de
AB. La vacuna para EA de UBI (UB-311) contiene dos inmunégenos peptidicos, incluyendo cada péptido un péptido
corto del extremo N AB (AB1-14) sintéticamente enlazado a un epitope de péptidos del extremo N sesgado hacia Th2
diferente. Para evaluar la inmunogenicidad de la respuesta a la vacuna para EA de UBI, se desarroll6 una prueba de
enzimoinmunoanalisis (ELISA) de anticuerpos anti-AB para la deteccion in vitro de anticuerpos contra monémeros de
AB1.2s, monodmeros de AB142 y oligémeros de AB1.42.

Los mondmeros de ABi2s, mondmeros de ABi42 U oligomeros de AB142 Se recubrieron previamente sobre los
pocillos de microplacas como antigenos inmoviles. Durante el transcurso del ensayo, la muestra de suero se diluyo
sucesivamente 1:10 desde 1:100 hasta 1:100.000 y se afnadié a las microplacas previamente recubiertas. Los
anticuerpos de monémeros u oligbmeros anti-AB1.2s, anti-AB142, Si estan presentes, se unen a los antigenos
inmoviles. Después de lavar los pocillos para retirar los anticuerpos no unidos y otros componentes del suero, se
afiadié una preparacion normalizada de proteina recombinante A/G conjugada con peroxidasa de rabano picante a
cada pocillo y se dejoé que reaccionara con los anticuerpos unidos. Se retird el conjugado no unido lavando los
pocillos y se afiadid a cada pocillo una disoluciéon de sustrato que contenia 3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB) y
peroxido de hidrogeno. Se desarrollé un color amarillo en proporcion a la cantidad de anticuerpos especificos de AR
presentes, si estaban presentes, en las muestras de suero probadas. Se termind la reaccién enzima-sustrato
mediante la adicién de una disolucién diluida de acido sulfurico. Entonces se determinaron los cambios de color que
ocurren en cada pocillo por medicidon espectrofotométrica de la absorbancia en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450 nm (A4s0). Se usoé el programa de calculo de titulos de ELISA UBI® para calcular el titulo
relativo de anticuerpos.
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Se muestra que los oligdmeros de AB son los mas téxicos para las neuronas en comparacion con los monémeros de
AB o placas de amiloide. El objetivo de la inmunoterapia activa es no solo inducir la producciéon de anticuerpos
especificos para monémeros de AR, sino también para oligdmeros de AB. Se analizaron muestras de suero
recogidas de 19 pacientes con EA de leve a moderada en las semanas 0 (nivel), 4 y 12 antes de cada inyeccion de
UB 311 y en las semanas 8, 16 y 24 para titulos de anticuerpos anti-AB. La Figura 15 representa los titulos de
anticuerpos de monémero anti-AR1.2s, monomero anti-AB1.42 y oligémero anti-AB1.42 en la visita de seleccion (V1/V2)
y en la semana 16 (V7), cuatro semanas después de la ultima inmunizacién con UB-311 para cada uno de los 19
sujetos reclutados.

Ejemplo 22

MAPEO DE EPiTOPES: ENZIMOINMUNOANALISIS (EIA) DE INHIBICION DE LA UNION COMPETITIVA PARA
LA DETECCION DE ANTICUERPOS HUMANOS CONTRA EL PEPTIDO DEL EXTREMO N

Se us6 mapeo de epitopes para identificar los sitios de unién o epitopes de anticuerpos anti-AB1.14 €n secuencias de
aminoacidos 10-meros solapantes lineales del péptido AB (entre los restos -9 y 24 en AB) por pruebas de ELISA. Se
evaluaron muestras clinicas de suero de los 19 sujetos. Los resultados en la semana 16, después de 3
inmunizaciones en las semanas 0, 4 y 12, se muestran a continuacion (Figura 16).

Se eligio el péptido AB1.2s sintético como antigeno inmavil y se recubrié previamente a la concentracion de 2 ug/mli
sobre los pocillos de microplacas. Antes del experimento, cada muestra de suero se diluyé a 1:50, 1:100, 1:200 y
1:400 y se probd para determinar la dilucion 6ptima. Se mezclaron las muestras de suero anti-Af 6ptimamente
diluidas con péptidos 10-meros disefiados individualmente como un inmunosorbente de fase liquida. La mezcla se
diluyé sucesivamente 1:5 con suero 6ptimo diluido antes de la transferencia a un placa previamente recubierta con
AB1-28. El suero anti-AB éptimamente diluido solo se usé como control. Durante el transcurso del ensayo, se unieron
especificamente péptidos 10-meros al sitio de unién del anticuerpo predominante, e inhibieron competitivamente la
union del anticuerpo anti-AB y el antigeno inmovil. Después de lavar los pocillos para retirar anticuerpos no unidos y
otros componentes del suero, se afiadié a cada pocillo una preparaciéon normalizada de proteina recombinante A/G
conjugada con peroxidasa de rabano picante y se dejoé que reaccionara con anticuerpos unidos. Después de lavar
los pocillos para retirar el conjugado no unido, se afiadié a cada pocillo una disolucién de sustrato que contenia
peroxido de hidrégeno y 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB). Se desarrolld un color amarillo en proporcion a la
cantidad de anticuerpos especificos de AR presentes, si estaba alguno, en las muestras de suero probadas. Se
termino la reaccidon enzima-sustrato mediante la adicion de una disolucion diluida de acido sulfurico. Entonces se
midieron espectrofotométricamente los cambios de color que ocurrieron en cada pocillo en un lector de microplacas
a la longitud de onda de 450 nm (A4s0) usando el programa ICso 5X (Molecular Devices). La union de anticuerpos
anti-AB y el antigeno inmévil en el pocillo de control represent6 la maxima unioén (100 %) y se usé la concentracion
inhibidora al 50 % (Clso) de péptido 10-mero como una indicacion de la especificidad del epitope.

Ejemplo 23

EL EPITOPE PREDOMINANTE RECONOCIDO POR ANTICUERPOS EN MUESTRAS DE SUERO DE
PACIENTES INMUNIZADOS CON UB-311 FUE ESPECIFICO PARA EL PEPTIDO AB1.10

En un método de mapeo fino de epitopes para localizar los sitios de unién al anticuerpo predominantes en restos
especificos dentro de la region diana (Tabla 17), se sintetizaron 24 péptidos 10-meros solapantes (SEQ ID NOs: 6, 8
a 30) a lo largo de la secuencia de péptidos AB1.14 (SEQ ID No 4) y la region adyacente de la proteina precursora del
amiloide-B humana (hAPP), para cubrir la longitud entera de AB+.14 que empieza en el resto de acido aspartico "D"
del extremo N mas las posiciones de hAPP contiguas (Figura 16). Se probaron las muestras de suero recogidas de
los 19 sujetos antes de la inmunizacion y en la semana 16 después de recibir tres dosis de UB-311. Las muestras de
pretratamiento estuvieron en los niveles basales de anticuerpos anti-Af3 (datos no mostrados). Como era de esperar,
la respuesta predominante de anticuerpos en las 19 muestras para las que se generaron mapas de epitopes
positivos se dirigid al extremo amino libre de A (SEQ ID No 6), como se muestra en la Figura 16 y la Tabla 17. Mas
especificamente, el péptido DAEFRHDSGY, que representa el 10-mero del extremo N de AB1.14, reacciond lo mas
fuertemente con sueros inmunizados de los 19 pacientes. Se detectaron respuestas adicionales de anticuerpos con
débil reactividad por otros péptidos 10-meros de AR en 8 de los 19 sujetos. También se probaron las muestras de
suero recogidas en las semanas 4, 8, 12 y 24-26 de algunos, pero no todos, los sujetos y mostraron resultados
coherentes (datos no mostrados). En resumen, estos datos demuestran que la mayoria de los anticuerpos inducidos
por UB-311 se dirigieron especificamente al dominio del extremo N de A, y no a los sitios mas alla del resto 14.

Ejemplo 24

EL PEPTIDO AB140 SE ELEVO EN PLASMA DESPUES DE TRES INMUNIZACIONES DE VACUNA PARA EA DE
UBI (UB-311)

Actualmente, no se ha encontrado que el cambio en la concentracion plasmatica de AB140 (SEQ ID NO: 2), AB142
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(SEQ ID No: 1), o la relacién AB1.42: AB1-40, €sté significativamente asociada a la respuesta al tratamiento ya sea en
el ambito de ensayos clinicos de tratamientos modificadores de la enfermedad o en pacientes con EA tratados con
inhibidores de la colinesterasa. Sin embargo, se han propuesto niveles de AR en plasma como un posible
biomarcador de EA.

En el estudio previo de los presentes inventores, los niveles de AB140 en suero se elevaron en macacos que
recibieron la vacuna para EA de UBI, pero se observaron niveles normales en animales que recibieron la vacuna de
placebo. Estos resultados indicaron que la "Hipétesis del sumidero periférico" podria ser el modo de accién para los
anticuerpos anti-AB. Este fendmeno también se observé en el presente estudio, aunque los titulos de anticuerpos
anti-AB fueron mucho mas altos en los macacos después de seis inmunizaciones con UB-311 que los titulos de
anticuerpos en sujetos humanos después de tres inmunizaciones. Como se muestra en la Tabla 18, se compararon
los niveles plasmaticos de AB140 de 12 casos emparejados con muestras plasmaticas de AB14o probadas antes del
tratamiento con UB-311 y en la semana 16 (cuatro semanas después de la tercera inmunizacién) con las
concentraciones de anticuerpo contra Af12s en suero en la semana 16. Todos los titulos de anticuerpos fueron
negativos antes de la inmunizacion con UB-311. Ocho individuos con titulos de anticuerpos anti-AB1.2s por encima de
log1o 2,4 tuvieron elevados titulos de AB14 después de que recibieran la vacuna para EA de UBI (UB-311); mientras
que tres de los 4 individuos con niveles de anticuerpo inferiores a logio 2,0 no se elevaron después del tratamiento.
El aumento de niveles de AB140 fue pequefio en la mayoria de los casos, con una excepcion (Sujeto P109), que
mostré un nivel de AB140 en plasma inusualmente alto antes de la inmunizacién y un nivel significativamente mas
alto (1031,9 pg/ml) después de la inmunizacion. El motivo para AR+ muy alto sigue sin estar claro. Ninguno de los
sujetos tuvo niveles medibles del péptido AB+.42 en el plasma.

Ejemplo 25

LA INMUNIZACION CON UB-311 NO ESTIMULA LOS LINFOCITOS HUMANOS (CMSPS) EN PRESENCIA DE
PEPTIDOS AB1.14 O AB142

La llegada de nuevas vacunas y el nimero cada vez mayor de informes muy publicitados que reivindican una
conexion entre ciertas inmunizaciones y enfermedad autoinmunitaria han conducido a la preocupacion publica sobre
el riesgo de la inmunizacion. Se puede usar la proliferacion de linfocitos y la produccion de citocinas en respuesta a
la estimulacion de antigenos para evaluar si el sistema inmunitario se hiperactiva tras una vacunacion, y qué via(s),
si las hay, estan implicadas. El fin del presente estudio fue evaluar la seguridad del inmunégeno (AB1.14) de UB-311
midiendo el indice de estimulacién (IE) de la proliferacion de linfocitos en ausencia o presencia de péptidos AR o el
mitdbgeno PHA como control positivo, asi como la concentracion de citocinas en linfocitos cultivados de pacientes
con EA antes y después de tres inmunizaciones con UB 311 en la semana 16.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) de pacientes con EA por centrifugacion en
gradiente en Ficoll-hypaque. Para la proliferaciéon inducida por péptidos y la produccion de citocinas, se cultivaron
por triplicado células (2,5 x 10° por pocillo) solas o con dominios de péptidos individuales afiadidos (a una
concentracion final de 10 pg/ml), que incluye ABi.14 (SEQ ID NO: 4), AB1-16 (SEQ ID NO: no incluida), AB1.2s
(SEQ ID NO: 3), AB1742 (SEQ IDN NO: no incluida), AB142 (SEQ ID NO: 1) y un péptido 38-mero no relevante
(p1412). Los cultivos se incubaron a 37 °C con 5 % de CO, durante 72 horas, y luego se retiraron 100 pl de
sobrenadante de cada pocillo y se congelaron a -70 °C para el analisis de citocinas. Se afiadieron diez pyl de medio
de cultivo que contenia 0,5 uCi de 3H-timidina (*H-TdR, Amersham, Cat N° TRK637) a cada pocillo y se incubaron
durante 18 h, seguido por la deteccion de la incorporacion de radioisétopos por recuento de centelleo liquido. Se usé
el mitégeno fitohemaglutinina (PHA) como control positivo para la proliferacién de linfocitos. Se usaron células
cultivadas solas sin péptido AR o mitdgeno PHA como controles negativos y positivos. Se calculé el indice de
estimulacion (IE) como las cuentas medias por min (cpm) de cultivos experimentales triplicados con péptido A
divididas entre las cpm medias de cultivos de control negativo triplicados; un |IE > 3,0 se considerd una respuesta de
proliferacion significativa.

Se aislaron muestras de células mononucleares de sangre periférica de sangre completa recogida en la semana 0
(nivel inicial) y la semana 16 (4 semanas después de la tercera dosis) y luego se cultivaron en ausencia o presencia
de diversos péptidos AB. Como se muestra en la Tabla 19, no se observoé respuesta de proliferacion significativa por
linfocitos cuando AB1.14, otros péptidos AR o p1412 (un péptido de control no relevante) se afiadieron al medio de
cultivo. Como era de esperar, se observaron respuestas de proliferacion positivas cuando el mitégeno PHA se
afnadié al medio de cultivo. La observacion de respuestas similares a PHA antes y después de la inmunizacion con
UB 311 (p=0,87) no sugiere alteracion significativa en las funciones inmunitarias de los sujetos del estudio (Tabla
19).

Ejemplo 26
LA INMUNIZACION CON UB-311 NO ESTIMULA CITOCINAS HUMANAS EN PRESENCIA DE PEPTIDO AB1.14

Se realizaron analisis de citocinas (IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y) de los cultivos de CMSPs en alicuotas de medio
de cultivo con células solas o en presencia de dominios del péptido AR o PHA. Se usaron kits de ELISA de sandwich

42



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 800 028 T3

de citocinas especificas de humano (U-CyTech Biosciences, Utrecht, Paises Bajos) para determinar las
concentraciones (pg/ml) de citocinas individuales siguiendo las instrucciones del fabricante. También se probaron las
muestras de CMSPs recogidas en la semana 0 y semana 16 para la secrecion de citocinas ya fuera con células
solas (control negativo) o en presencia de péptidos AR, p1412 (péptido no relevante) o el mitdgeno PHA (control
positivo) después de cultivarse durante 3 dias. El intervalo cuantificable del kit esta entre 5 y 320 pg/ml. Cualquier
concentracion medida por debajo de 5 pg/ml o por encima de 320 pg/ml se indicé como por debajo del limite de
cuantificacion (BQL) o por encima del limite de cuantificacion (AQL), respectivamente. Sin embargo, para
consideraciones estadisticas, se sustituyd BQL o AQL con el nivel cuantificable mas bajo (5 pg/ml) o mas alto
(320 pg/ml), respectivamente. Las concentraciones medias de cada citocina en la semana 0 y semana 16 se
muestran en la Tabla 20. Como era de esperar, hubo aumentos significativos en la producciéon de citocinas en
presencia de PHA, el control positivo, excepto para IL-2. La produccién de citocinas en respuesta a la estimulacion
con AB+.14, U otros péptidos AB, se observo en el nivel inicial (semana 0) y la semana 16, pero la mayoria de los
valores parecieron similares a los controles negativos correspondientes (células solo).

Para evaluar el cambio de la respuesta inmunitaria celular después de la inmunizacion, se comparé el cambio de las
concentraciones medias de citocinas desde el nivel inicial hasta semana 16 con el de los controles negativos y se
examind por la prueba del orden con signo de Wilcoxon para datos emparejados. Cuatro citocinas (IFN-y, IL-6, IL-10,
TNF-a) mostraron un aumento notable en la secrecidon en respuesta al péptido ABs42 de longitud completa; esta
observacion puede ser debida a los epitopes conformacionales de agregados AB+.42. No se detectd la regulacion por
incremento de la secrecién de citocinas en AB1.14 U otros péptidos AR.

Sumario: la vacuna para EA de UBI contiene dos inmundgenos peptidicos cada uno con un péptido AB1.14 del
extremo N libre sintéticamente enlazado con epitopes Th de MvF5 y Th de HBsAg3, respectivamente. Se usaron la
proliferacion de linfocitos in vitro y el analisis de citocinas para evaluar el impacto de la inmunizacion de la vacuna
para EA de UBI sobre la respuesta inmunitaria celular. No se observaron respuestas de proliferacién por linfocitos
cuando se afiadi6 el péptido AB+-14 0 cualquier otro péptido AB al medio de cultivo como se muestra en la Tabla 19.
No se detectd la regulacion por incremento de la secrecion de citocinas por linfocitos de los pacientes inmunizados
con la vacuna para EA de UBI tras el tratamiento con el péptido AB+.14 y otros péptidos AR, excepto ABi142, que
provoco un aumento apreciable de cuatro citocinas (IFN-y, IL-6, IL-10, TNF-a) después de la inmunizacién con UB
311 en la semana 16 cuando se comparoé con los niveles de la semana 0 antes del tratamiento (Tabla 20). Es mas
probable que el aumento de la liberacién de citocinas mediante respuesta de linfocitos T de tipo Th2 no esté
relacionado con la respuesta a la vacuna para EA de UBI, puesto que no se detectoé regulacion por incremento con
AB1.14 solo. Se sospecha que la respuesta a AB+142 es una respuesta de fondo a AB nativo que se puede relacionar
con epitopes T cooperadores nativos identificados en AB142. Se observé la ausencia de produccion de IL-2 en
respuesta a PHA, que esta de acuerdo con los hallazgos informados por Katial RK, et al. en Clin Diagn Lab Inmunol
1998; 5:78-81, en condiciones experimentales similares con CMSPs humanas normales. En conclusion, estos
resultados mostraron que la vacuna para EA de UBI no generd anti-autorrespuestas inmunitarias celulares
posiblemente inflamatorias en pacientes con enfermedad de Alzheimer de leve a moderada que participaron en el
ensayo clinico de fase |, demostrando asi ademas la seguridad de la vacuna para EA de UBI (UB-311).

Tabla 1
Péptido AB142 y segmentos del mismo empleados en ensayos seroldgicos
Posiciones de aminoacidos SEQID .
dentro de AB142 0 APP NO: Secuencia
AB1-42 0 APP 770 (D672-A713) 1 DAEFR HDSGY EVHHQ KLVFF AEDVG SNKGA IIGLM VGGVV IA
APB1-40 0 APP 770 (D672-V711) 2 DAEFR HDSGY EVHHQ KLVFF AEDVG SNKGA IIGLM VGGVV
AB12s 0 APP 770 (D672-K699) 3 DAEFR HDSGY EVHHQ KLVFF AEDVG SNK
Ad1.14 0 APP 770 (D672-H685) 4 DAEFR HDSGY EVHH
AB1-12 0 APP 770 (D672-Y683) 5 DAEFR HDSGY EV
AB1-10 0 APP 770 (D672-Y681) 6 DAEFR HDSGY
AB1sa2 0 APP 770 (QB86-A711) 7 QKLVF FAEDV GSNKG AIIGL MVGGV VIA
AB-s-1 0 APP 770 (T663-D672) 8 TEEIS EVKMD
AB-s-2 0 APP 770 (E664-A673) 9 EEISE VKMDA
AB-7-3 0 APP 770 (E665-E674) 10 EISEV KMDAE
AB-s-4 0 APP 770 (1666-F675) 11 ISEVK MDAEF
AB-55 0 APP 770 (SB67-R676) 12 SEVKM DAEFR
AB-1.6 0 APP 770 (E668-H677) 13 EVKMD AEFRH
AB-37 0 APP 770 (V669-D678) 14 VKMDA EFRHD
AB-2.s 0 APP 770 (K670-S679) 15 KMDAE FRHDS
AB-1-0 0 APP 770 (M671-R680) 16 MDAEF RHDSG
APB1-10 0 APP 770 (D672-Y681) 6 DAEFR HDSGY
AB2-11 0 APP 770 (A673-E682) 17 AEFRH DSGYE
ABs-12 0 APP 770 (E674-V683) 18 EFRHD SGYEV
ABas-13 0 APP 770 (F675-H684) 19 FRHDS GYEVH
ABs-14 0 APP 770 (R676-H685) 20 RHDSG YEVHH
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(continuacién)

Péptido AB142 y segmentos del mismo empleados en ensayos serolégicos
Posiciones de aminoacidos SEQID .
dentro de AB142 0 APP NO: Secuencia
ABs-15 0 APP 770 (H677-Q686) 21 HDSGY EVHHQ
APB7-16 0 APP 770 (D678-K687) 22 DSGYE VHHQK
ABs-17 0 APP 770 (S679-L688) 23 SGYEV HHQKL
ABg-18 0 APP 770 (G680-V689) 24 GYEVH HQKLV
AB10-19 0 APP 770 (Y681-F690) 25 YEVHH QKLVF
AB11-20 0 APP 770 (E682-F691) 26 EVHHQ KLVFF
AB12-21 0 APP 770 (V683-A692) 27 VHHQK LVFFA
AB13-22 0 APP 770 (H684-E693) 28 HHQKL VFFAE
AB14-23 0 APP 770 (H685-D694) 29 HQKLV FFAED
AB15-24 0 APP 770 (Q686-V695) 30 QKLVF FAEDV
AB1e-22 0 APP 770 (D687-E693) 31 KLVFFAE
Espaciador A 32 eK-KKK
AB1-16 0 APP 770 (D672-K687) 66 DAEFR HDSGY EVHHQ K
AB17-42 0 APP 770 (L688-A713) 67 LVFF AEDVG SNKGA IIGLM VGGVV IA
Tabla 2
Epitopes T cooperadores promiscuos seleccionados para su empleo en el disefio
de construcciones de inmundgenos peptidicos derivados de AB142
Descripcion SEQID NO: Secuencia
Th de Clostridium tetanit 33 KKQYIKANSKFIGITEL
Th de MvF1 34 LSEIKGVIVHRLEGV
Th de Bordetella pertussis 35 GAYARCPNGTRALTVAELRGNAEL
Th de Clostridium tetani2 36 WVRDIIDDFTNESSQKT
Th de difteria Th 37 DSETADNLEKTVAALSILPGHGC
Th  de  Plasmodium 38 DHEKKHAKMEKASSVFNVVNS
falciparum
Th de Schistosoma mansoni 39 KWFKTNAPNGVDEKHRH
Th de toxina del colera 40 ALNIWDRFDVFCTLGATTGYLKGNS
Th de MvF2 41 ISEIKGVIVHKIEGI
KKKISISEIKGVIVHKIEGILF
Th de KKKMvF3 42 T RT TR T
KKKLFLLTKLLTLPQSILD
RRRIKII RII I L IR
Th de HBsAg1 43 VRVV VvV V I V
F FF FF F VF
F
Th de MvF4 44 ISISEIKGVIVEKIETILF
T RT TR
Th de HBsAG2 45 KKKIITITRIITIPQSID
FFLL L ITTI
Th de MvFS 46 ISITEIKGVIVHRIETILF
Th de HBsAg3 47 KKKITITRITITTID
Tabla 3

Mejora de la inmunogenicidad del péptido AB1-14 por epitopes Th derivados de proteina de patégeno que
incluyen epitopes Th artificiales idealizados para la generacion de anticuerpos especificos hacia el
extremo N del péptido AB1-42 en el diseiio de construcciones de inmunégenos de péptidos AB

Descripcion SEQ ID No: Secuencia
AB1-14-eK-Th de Clostridium 48 DAEFRHDSGYEVHH-eK-KKQYIKANSKFIGITEL
tetani1
AB1-10-eK-Th de MvF1 49 DAEFRHDSGY-¢K-LSEIKGVIVHRLEGV
AB1-12-eK-Th de MvF1 50 DAEFRHDSGYEV-¢K-LSEIKGVIVHRLEGV
AB1-14-eK-Th de MvF1 51 DAEFRHDSGYEVHH-¢K-LSEIKGVIVHRLEGV
AB1-14-€K-Th de Bordetella 52 DAEFRHDSGYEVHH-¢eK-GAYARCPNGTRALTVAELRGNAEL
pertussis
AB1-14-eK-Th de Clostridium 53 DAEFRHDSGYEVHH-¢K-WVRDIIDDFTNESSQKT
tetani2
AB1-14-eK-Th de difteria 54 DAEFRHDSGYEVHH-eK-DSETADNLEKTVAALSILPGHGC
AB1-14-€K-Th de Plasmodium 55 DAEFRHDSGYEVHH-¢eK-DHEKKHAKMEKASSVFNWNS
falciparum
AB1-14-€K-Th de Schistosoma 56 DAEFRHDSGYEVHH-eK-KWFKTNAPNGVDEKHRH

mansoni
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Jcontinuacitn)

Mejora de la inmunogenicidad del péptido AR1-14 por epitopes Th derivados de proteina de patégeno que
incluyen epitopes Th artificiales idealizados para la generacion de anticuerpos especificos hacia el
extremo N del péeptido ARz en el disefio de construcciones de inmunogenos de péptidos AR

Descripcion :{E}Q 1o Secuencia
AB11+-£K-Th de o7 | DAEFRHDSGYEVHHeK-ALNIWDRFDVFCTLGATTGYLKGNS
toxina del colera
AB114-EK-Th de s | DAEFRHDSGYEVAH-tK-ISEIKGVIVAKIEG]
MvF2
QE{E&?&T“ de DAEFRHDSGYEVHH-£X-KKK-ISISEIRGVIVHKIEGILF
59 T RT TR T
Hooagy mae DAEFRHDSGYEVHH- K- KKKLFLLTKLLTLPQSLD
RERIKIT RIT I L IR
60 VRVV VV V I V
FFF FF FV F
F
AR K eRTh o [DAEFRHDSGYEVHH K- tR-LSEIRGVIVHRLEGY
de MvF1
ngﬁﬁ‘""”" 62 DAEFRHDSGYEVHH- e K-KEK-ISISETKGVIVHKIETILE
T RT TR
gg;;;;f“ de o DAEFRHDSGYEVHH-eK-KKK-IITITRIITIPQSLD
FFLL 1 ITTT
AB114-EK-KIKK-Th 4 | DAEFRHDSGYEVAR-tK-KKK-ISITEIKGVIVHRIETILF
de MvF5 *
AP114-£K-Th de o5 | DAEFRHDSGYEVHH-eK-KKITITRITITT1D
HBsAg3 *

* Construcciones de inmundgenos contenidas en las composiciones v composiciones farmacéuticas de la

invencion

Tabla 4
Evaluacion de la inmunogenicidad en cobayas tras la sensibilizacién (0 wpi) y refuerzo (4 wpi) con
formulaciones de vacuna que comprenden diversas construcciones de inmunodgenos peptidicos
derivados de AB
L 0 wpi 4 wpi 6 wpi 8 wpi
'?32?\2’:&06'223 gz('f ELISA | ELISA | ELISA | ELISA
) , SEQ de de de de
Grupo N° nNMunogenos ID Animal ID ABt1-az | AB1-az | AB1az | APi1az
peptidicos derivados de | - ELISA | ELISA | ELISA | ELISA
AB en la formulacion de ;
vacuna Logio | Logie Log1o Logio
Titulo | Titulo | Titulo | Titulo
2723 0,438 | 3,574 | 3,460 | 3,744
- 2724 0,570 | 2,582 | 2,684 | 2,649
! Peptido A4z ! 2725 0,630 | 3,232 | 3,279 | 2,958
Media geométrica | 0,540 | 3,101 | 3,123 | 3,084
2726 0,330 | 3,768 | 3,572 | 3,369
- 2727 0,440 | 3,690 | 3,688 | 3,759
2 Peptido Ap-zs 3 2728 0.350 | 3.683 | 3.879 | 3.960
Media geométrica | 0,370 | 3,713 | 3,711 | 3,688
2729 0,620 | 1,235 | 1,212 | 1,241
- 2730 0,570 | 1,142 | 1,113 | 1,151
3 Péptido As-14 4 2731 0,420 | 1,211 | 1,114 | 1,189
Media geométrica | 0,529 1,195 1,145 1,193
2763 0,501 | 1,736 | 2,532 | 2,920
4 AB1.14-eK-Th de 45 2764 0,582 | 1,043 | 0,968 | 1,511
Clostridium tetanit 2765 0,514 | 0,890 | 1,591 | 2,435
Media geométrica | 0,561 | 1,443 | 1,574 | 2,207
2757 0,424 | 4,124 | 4,622 | 4,523
2758 0,649 | 4,034 | 4,322 | 4,372
6 ABrio-eK-Thde MVF1 | 49 2758 0,753 | 4,275 | 4,555 | 4,364
Media geométrica | 0,592 | 4,143 | 4,498 | 4,419
2760 0,342 | 4,356 | 4,732 | 4,534
2761 0,563 | 4,574 | 4,352 | 4,623
7 ABr-1z-eK-Th de MVF1 | 50 2762 0.733 | 4356 | 4623 | 4733
Media geométrica | 0,521 | 4,427 | 4,566 | 4,629
2766 0,342 | 4,744 | 4,854 | 4,878
2767 0,647 | 4,500 | 5337 | 4,777
5 ABr1a-eK-Thde MVFT | 51 2768 0,182 | 5,074 | 4,791 | 4,601
Media geométrica | 0,343 | 4,767 | 4,988 | 4,751
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(continuacién)

Evaluacion de la inmunogenicidad en cobayas tras la sensibilizacién (0 wpi) y refuerzo (4 wpi) con
formulaciones de vacuna que comprenden diversas construcciones de inmunégenos peptidicos

derivados de AB

Owpi | 4wpi | 6wpi | 8wpi
Descripcion de la ELISA | ELISA | ELISA | ELISA
construccion de SEQ de de de de
Grupo N° inmunogenos peptidicos D Animal ID AB1-az | AB142 | AB14az | AB1az
derivados de AB en la NO: ELISA | ELISA | ELISA | ELISA
formulacién de vacuna Logwo | Logiwo | Logtwe | Logio
Titulo | Titulo | Titulo | Titulo
2769 0,648 | 2,235 | 3,571 | 2,686
8 ABi-14-€K-Th de 52 2770 0,415 | 2,284 | 4,203 | 3,799
Bordetella pertussis 2771 0,488 | 1,331 | 2,541 | 2,202
Media geométrica 0,508 | 1,894 | 3,366 | 2,822
2772 0,714 | 1,843 | 2818 | 2,761
9 APi-14-eK-Th de 53 2773 1,165 | 3,370 | 1,297 | 1,828
Clostridium tetani 2 2774 0,886 | 1,398 | 3,112 | 3,165
Media geométrica 0,903 | 2,055 | 2,249 | 2,518
2775 0,314 | 3,674 | 4675 | 4,358
. 2776 0,233 | 0,780 | 1,587 | 1,695
10 APB1-14-eK-Th de difteria 54 2777 0.780 | 3.629 | 4.473 | 3.718
Media geométrica | 0,385 | 2,183 | 3,214 | 3,017
2778 0,868 | 3,941 | 3,856 | 3,382
1 AB1-14-eK-Th de 55 2779 0,464 | 1,926 | 2549 | 2633
Plasmodium falciparum 2780 0627 | 4,350 | 3,723 | 3,218
Media geométrica 0,632 | 3,208 | 3,320 | 3,060
2781 0,968 | 0,395 | 2,475 | 2,583
12 ABi1-14-eK-Th de 56 2782 0,754 | 1,101 | 2554 | 2,692
Schistosoma mansoni 2783 0,680 | 1,882 | 0,881 1,250
Media geométrica 0,792 | 0,935 | 1,773 | 2,056
2784 0,836 | 4,218 | 4,735 | 4,287
13 APB1-14-eK-Th de toxina 57 2785 1,111 | 4,704 | 5357 | 5,347
del colera 2786 0,497 | 4,252 | 4,698 | 4,600
Media geométrica | 0,773 | 4,386 | 4,921 | 4,724
2787 1,333 | 5347 | 5,398 | 4,791
2788 0,546 | 5495 | 5409 | 4,931
14 ABria-eK-Thde MVF2 | 58 2789 0.705 | 5,658 | 5745 | 4822
Media geométrica | 0,801 | 5,498 | 5,515 | 4,848
2790 0,701 | 4,943 | 5678 | 5,569
2791 0,360 | 3,468 | 5,745 | 5,658
15 ABr-14-€K-Thde MVF3 | 59 2792 0.404 | 4759 | 5319 | 5.347
Media geométrica 0,500 | 4,337 | 5,577 | 5,523
2793 0,880 | 3,199 | 4,561 | 4,431
2794 0,911 | 4,817 | 4,303 | 4,788
16 ABr14-eK-Th de HBsAg1 | 60 2795 0.761 | 4,567 | 5328 | 5.495
Media geométrica 0,848 | 4,129 | 4,711 | 4,885
2796 0,479 | 5,041 | 5585 | 4,696
17 (ABr-19)e-(eK)-eK-Thde | o, 2797 0,973 | 4,385 | 4,831 | 4,751
MVF1 2798 0,345 | 3,919 | 4698 | 3,922
Media geométrica | 0,544 | 4,425 | 5,023 | 4,439
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Tabla 5

Evaluacidon de la inmunogenicidad en cobayas tras la sensibilizacion (0 wpi) y refuerzo (4 wpi) con
formulaciones de vacuna que comprenden dos construcciones de inmunégenos peptidicos derivados
de AB1.14 y combinacion de las mismas

N 0 wpi 3 wpi 5 wpi 8 wpi

Descripcién de la ELISA | ELISA | ELISA | ELISA
_constrycmon de de de de de

Grupo Ne | InMUNGgEnos de | seqipNoO: Animal ID ARraz | ABraz | ABraz | ABrsz

i Iformulggign ELISA | ELISA | ELISA | ELISA

de la vacuna Logio | Logio | Logw | Logio

Titulo | Titulo Titulo Titulo

1935 0,587 | 4,362 | 4,579 | 4.447

1936 0,414 | 3684 | 4,543 | 4,217

1937 0,300 | 4,393 | 3.652 | 4,358

1 Aﬁgé‘l‘(m;‘:‘ de 62 1938 0.179 | 3.768 | 3.648 | 4.283

1930 0,331 | 3,726 | 3.673 | 4,163

1940 0,350 | 3,732 | 4,787 | 3,813

Media geomeétrica 0,354 | 3,932 | 4,117 | 4,208

1929 0,288 | 2,720 | 3,502 | 3,596

1930 0,507 | 2,817 | 3,559 | 3,653

1931 0.721 | 2,860 | 3.575 | 3,696

2 AB"lj;S' ;K'ZTP de 63 1932 0.548 | 2315 | 3.776 | 3.681

9 1933 0619 | 2,322 | 3.742 | 3,836

1934 0,234 | 2,687 | 3,459 | 3,744

Media geomeétrica 0,450 | 2,610 | 3,600 3,700

1923 0,298 | 4,759 | 4,880 | 4,803

KKﬁﬁAc;‘:‘}'h . 1924 0,554 | 4619 | 4,979 | 4,702

ALtk Th o 1925 0,299 | 4,835 | 4,791 | 4,955

3 HBeng2 o 1a 62+63 1926 0635 | 4,831 | 4,710 | 5150

elaion o 1927 0,911 | 5,007 | 4,278 | 4,313

lqual = 1928 0,890 | 5188 | 4.721 | 5,206

Media geomeétrica 0,542 | 4,884 | 4721 4,845

* Construcciones de inmundgenos contenidas en las composiciones y compaosiciones farmacéuticas de la

invencion

** Composicion segun la invencién

Tabla 6

Evaluacion de anticuerpos dirigidos contra los péptidos Th o elemento de proteina transportadora de los
inmundgenos tras la sensibilizacion (0 wpi) y refuerzo (4 wpi) con las formulaciones de vacuna que
comprenden dos construcciones de inmunoégenos peptidicos derivados de AB1.14 y combinacion de las

mismas en cobayas

Descripcion 8 wpi
dela ELISA de AB: | ELISA de Thde | ELISAde Thde | £, o
Grupo construccion | SEQ 42 MvF4 HBsAg2 de KLH
P | ‘de péptidos | ID | AnimallD | (SEQID NO: 1) | (SEQ ID NO: 44) | (SEQID NO: 45)
Afrasenla | NO: ELISA Logw | ELISA Logi ELISA Logro | CLOA
formulacion Titulo Titulo Titulo Loguo
de vacuna Titulo
1935 4,447 0,268 0,288 N/A
1936 4217 0.216 0.504 N/A
1937 4358 0.196 0.621 N/A
P o 1938 4,283 0.179 0,360 N/A
N 1939 4.163 0,332 0,519 N/A
1940 3.813 0.286 0.233 N/A
Media
aeometica 4,208 0,240 0,397 N/A
1029 3.506 0575 0,431 N/A
1930 3.653 0.423 0.257 N/A
1931 3.696 0.380 0.345 N/A
, | ABriskTh | o 1932 3.681 0.279 0.563 N/A
de HBsAg2 * 1933 3.836 0.336 0.365 N/A
1934 3,744 0,425 0,354 N/A
Media 3,700 0,393 0,375 N/A
geométrica
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(continuacion)

Evaluacion de anticuerpos dirigidos contra los péptidos Th o elemento de proteina transportadora de los
inmunégenos tras la sensibilizacion (0 wpi) y refuerzo (4 wpi) con las formulaciones de vacuna que
comprenden dos construcciones de inmunoégenos peptidicos derivados de Af1.14 y combinacion de las
mismas en cobayas

8 wpi
Descripcién ELISA de
de la ELISA de Th de Th de
Grupo | Construccion | SEQ '(E;I'Esc‘:‘lgeN%‘?'# MvF4 HBsAg?2 d'i":(sl_’:_l
NO de péptidos ID Animal ID ' (SEQID NO: 44) | (SEQID NO:
ABi1aen la NO: 45)
f‘(’,:':,‘;'zﬁ:;“ ELISA Logro ELISA Logio | ELISA Logio 'IE_';';‘:
Titulo Titulo Titulo Ti
itulo
1923 4,803 0,350 0,631 N/A
AP1-14-EK- 1924 4,702 0,724 0,350 N/A
M5§4K_I25314 1925 4,955 0,324 0,391 N/A
3 - eK-Th de 62+63 1926 5,150 0,394 0,452 N/A
HBsAg2 a 1927 4,313 0,520 0,368 N/A
igual relacion 192§ 5,206 0,528 0,364 N/A
en peso ** Media 4,845 0,455 0,417 N/A
geometrica
1968 3,626 N/A N/A 7,006
1969 3,981 N/A N/A 7,167
1970 2,227 N/A N/A 4,658
4 KLH-(C)-AB1- 4 1971 3,005 N/A N/A 5,593
14 1974 2,527 N/A N/A 7.000
1975 2,599 N/A N/A 7.000
Media
geométrica 2,931 N/A N/A 6,326
* Construcciones de inmunégenos contenidas en compasiciones y composiciones farmaceéuticas de la invencion
** Composicion segln la invencién

Tabla 7

Evaluacion de la inmunogenicidad en babuinos tras la sensibilizacion (0 wpi) y refuerzos (3 y 6 wpi) con
formulaciones de vacuna que comprenden cantidades variables de construcciones de inmundégenos
peptidicos derivados de ABi-14 (SEQ ID NOs: 62+63) en emulsién w/o ISA51 y en alumbre

Owpi | 5wpi 8wpi | 10 wpi | 14 wpi
ELISA | ELISA | ELISA | ELISA | ELISA
Grupo Descripcion de la Animal ID de de de de
Ne formulacion de vacuna ABt4z2 | ABtaz | APtz | ABiaz | APtz
Logio | Logwo | Logio Logio | Logio
Titulo | Titulo | Titulo | Titulo | Titulo
SEQ ID NO:62+SEQ ID NO:63
en la relacién molar igual a
1 100 ug en 0.5 ml de alumbre X798 1,397 | 2,463 | 2,985 | 2,337 | 1,478
(Alhydrogel)
SEQ ID NO:62+SEQ ID NO:63
en la relacién molar igual a
2 25 ug en 0,5 ml de emulsién X1498 1,394 | 3,462 | 3,236 | 2,422 | 1,774
ISA51 (w/0)
SEQ ID NO:62+SEQ ID NO:63 X299 1,140 | 3,038 | 3,427 | 3,345 | 2,205
3 en la relacion molar igual a X1098 1,610 3,987 4,460 4,662 3,666
100 ug en 0,5 ml de emulsién X398 1,541 3,926 | 4,353 | 4,095 | 2,972
ISA51 (w/0) Media geométrica 1,414 | 3,623 | 4,052 3,997 | 2,885
SEQ ID NO:62+SEQ ID NO:63
4 | ©nlarelacion molar iguala X1198 1696 | 3696 | 5051 | 5115 | 4531
400 pg en 0,5 ml de emulsion
ISA51 (w/o)

Composiciones 1 a 4: segun la invencién
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Tabla 8
Evaluacion de anticuerpos (de sueros de 8 wpi en cobayas) dirigidos contra los péptidos Th de
las construcciones de inmundgenos de péptidos AP tras la sensibilizacion (0 wpi) y refuerzo (4
wpi) con la formulaciéon de vacuna que comprende dos construcciones de inmunégenos de
péptidos AB1-14
Descripcion 8 wpi
de la ELISA de AB+- | ELISA de Thde | ELISA de Th de
Grupo const’rugcién SEQ ) 42 MvF 5 HBsAg3
NO de péptidos ID Animal ID | (SEQID NO: 1) | (SEQ ID NO: 46) | (SEQ ID NO: 47)
ABiasenla | No: ELISA Logo | ELISA Logro ELISA Log+o
formulacion Titulo Titulo Titulo
de vacuna
2123 4,683 0,210 0,314
AB1-14-eK- 2124 3,884 0,325 0,421
l\*;\*fézh Adg:. 2125 3,923 0,433 0,311
2126 3,578 0,542 0,554
1 14-€K-Th de 64+65
HBsAg3 en la 2127 3,348 0,520 0,381
relacién l\iliz 3,482 0,403 0,415
equimolar geométrica 3,792 0,387 0,392
Composicion 1: segln la invencion
Tabla 9

Mapeo de epitopes para analisis de especificidad fina en el extremo N de AB142 por sueros de babuinos
vacunados recogidos durante el periodo de inmunizacion (desde 0 hasta 111 wpi)

Péptido " Titt)xlgs titulo d: ELI§A 4
. , . 0g10) Semanas después de
Sﬁ%:lb Secuencia de péptidos la inmunizacién
0 10 84 111
8 TEEISEVKMD 0,23 0,26 0,16 0,15
9 EEISEVKMDA 0,24 0,30 0,21 0,22
10 EISEVKMDAE 0,23 0,25 0,16 0,14
11 ISEVKMDAEF 0,20 0,20 0,15 0,13
12 SEVKMDAEFR 0,21 0,24 0,16 0,13
13 EVKMDAEFRH 0,19 0,23 0,16 0,14
14 VKMDAEFRHD 0,27 0,46 0,48 0,55
15 KMDAEFRHDS 0,26 0,36 0,41 0,51
16 MDAEFRHDSG 0,26 0,32 0,16 0,17
6 DAEFRHDSGY 0,26 3,26 3,65 3,21
17 AEFRHDSGYE 0,25 0,35 0,25 0,19
18 EFRHDSGYEV 0,24 0,30 0,18 0,18
19 FRHDSGYEVH 0,20 0,40 0,22 0,30
20 RHDSGYEVHH 0,23 0,34 0,27 0,41
21 HDSGYEVHHQ 0,21 0,40 0,18 1,14
22 DSGYEVHHQK 0,32 0,78 0,64 0,76
23 SGYEVHHQKL 0,13 0,49 0,51 0,78
24 GYEVHHQKLV 0,13 0,27 0,19 0,12
25 YEVHHQKLVF 0,16 0,43 0,15 0,22
26 EVHHQKLVFF 0,17 0,26 0,13 0,13
27 VHHQKLVFFA 0,16 0,23 0,12 0,11
28 HHQKLVFFAE 0,19 0,22 0,13 0,12
29 HQKLVFFAED [ 0,18 0,21 0,13 0,13
3 ABi-28 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK 0,12 3,26 3,57 3,32
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Tabla 10

Mapeo de epitopes por ELISA de inhibicion competitiva con sueros hiperinmunes de babuinos

Concentracion

Porcentaje (%) de ELISA de inhibicion después de la preabsorcion de péptidos de sueros

de péptido ABi2s (SEQ | A1-0 (SEQ ABr11-¢ (SEQ AB211 (SEQ | ABs412(SEQID | AB1743 (SEQ
(ng/ml) ID NO: 3) ID NO: 6) ID NO: 16) ID NO: 17) NO: 18) ID NO: 67)
32 99 97 39 19 3 7
8 93 93 17 6 0 0
2 72 82 8 0 0 5
1 63 72 4 0 0 10
0,5 50 55 9 0 1 9
0,25 34 37 8 3 1 5
0 0 0 0 0 0 0

El 50 % de inhibicion de péptido AB1.10 es aproximadamente 0,3 ug/ml. La especificidad de anticuerpo anti-Af de
babuino se dirige predominantemente al acido aspartico (D) del extremo N.
El mapeo de epitopes usando péptidos AB 10-meros de proteina precursora del amiloide humana (hAPP) detectada
por muestras de suero inmune de babuino muestra especificidad por el péptido AB1-10 del extremo N.

Tabla 11
Efecto de dosis repetidas de vacuna para EA de UBI sobre los titulos de anticuerpos (Log1o)
en macacos cangrejeros
Tiempo (Semana)
Grupo pg/dosis 0 3 6 9 12 15 21 Dzsepzu;s
0 0,838 | 1,249 | 1,169 | 1,790 | 1,382 | 1,199 | 1,068 0,860
+0,410 | +0,190 | +0,206 | +0,408 | +0,392 | +0,261 | +0,142 | 40,257
150 1,056 | 2,252 | 3,507 | 3,714 | 3,287 | 3,905 | 3,580 3,644
+0,186 | +0,702 | +0,493 | +0,461 | 0,577 | +0,669 | 0,315 | +1,403
750 0,829 | 3,169 | 4,217 | 4,316 | 3,784 | 3,977 | 4,027 3,596
+0,185 | +0,487 | +0,415 | +0,416 | 0,278 | +0,125 | #0,222 | 40,080
N = 6 macacos por grupo (semanas 0, 3.6, 9, 12y 15); N = 3 macacos por grupo (semanas 21, 27)
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Tabla 13
Concentracion de AB14o0 (Pg/ml) de macacos cangrejeros antes y después de la
vacuna para EA de UBI en suero (panel superior) y liquido cefalorraquideo
(panel inferior)
AB1-40 Suero
Dosis de vacuna 0 wpi (n=6) 15 wpi (n=6) | 21 wpi (n=3) | 26 wpi (n=3)
0 pg (control) 61,7 £12,7 63,0 +16,8 63,7 £12,2 52,7 +2,5
150 pg 53,9 16,3 127,4 +23,8 | 1448 +17,3 | 158,0 +38,1
750 ug 56,8 +7,7 138,2+18,9 | 144,5+22 5 | 118,0+£20,9
AB1-40 Liquido cefalorraquideo
Dosis de vacuna | 15 wpi (n=3) | 28 wpi (n=3)
0 ug (control) 56,4 +6,0 59,7 £59
150 pg 63,9 46,5 67,6 +5.4
750 ug 57,5 45,9 54,3 £2,9
Tabla 14

Proliferaciéon expresada como indice de estimulacion por células mononucleares
de sangre periférica en macaco cangrejero tras el cocultivo con diversos péptidos
AB

Indice de estimulacion (IE) [IE positivo > 4,0]
Dominio de Grupo 1 Control Grupo 2 Vacuna
péptido de vacuna de para EA UBITh® Grt&gﬁﬁh\éa(%%r;a;sp;:?l)EA
placebo (dosis baja)
AB1-14 - (1,5 -(0,2) -(1,2)
AB1-16 ++ (12,7) + (7,8 +(7,9)
AB17-42 ++++ (83,7) ++++ (46,9) ++++ (56,6)
AB1-42 ++ (16,0) ++ (151) ++ (15,5)

AB1-14 (SEQ ID NO: 4) DAEFRHDSGYEVHH
AB1-16 (SEQ ID NO: 66) DAEFRHDSGYEVHHQK

AB17-42 (SEQ ID NO: 67) LVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
AB1-42 (SEQ ID NO: 1) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Tabla 15

Medicion de la concentracion de citocinas en células mononucleares de sangre periférica (CMSPs)

de macaco cangrejero tras la estimulacion con péptidos AB1-14, AB142 0 el mitdgeno? PHA
(fitohemaglutina)

o . Concentracion de citocinas® (pg/ml)
Citocina Dosis de vacuna ABis APz PHA

Placebo BDL® 23,3 £13,1 906+124
IL-2 150 ug BDL 19497 96,1+£13,3
750 ug BDL 252+11,8 97,5+6,6
Placebo BDL 231 +11,7 69,1+12,0
IL-6 150 ug BDL 15091 706 £157
750 ug BDL 23,4 +10,5 662+7,3
Placebo BDL 92+53 91,0 £ 291
TNF-a 150 ug BDL 79+48 96,1+£222
750 ug BDL 78+59 89,0137

a Se cultivaron células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) de seis macacos cangrejeros 24 horas
después de la dltima inmunizacién (15 wpi) en ausencia o presencia de péptidos AB o el mitégeno PHA. Se
probaron los sobrenadantes de cultivo para concentraciones detectables de cada citocina (IL2, IL6 y TNFa)
por pruebas de ELISA comercial (U-CyTech Biosciences, Utrecht, Paises Bajos).

b El resultado se mostré como media + desviacion estandar.

¢ BDL, por debajo del nivel de deteccion.
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Tabla 16

Comparacion de la inmunogenicidad de la vacuna para EA de UBI en los niveles de dosis de diferencia
en cobayas, macacos de la India y babuinos

Péptido dosis (ug)? log1oTitulo de anticuerpos >23
Especie [BW] . 3 semanas después de 3 semanas después de
por animal por kg BW 1 dosis 2 dosis
1 25-33 0/34 0/3
3 7,5-10 0/3 0/3
Cobaya [300 - 400 10 25-33 0/6 5/6
gramos] 30 75-100 1/6 6/6
100 250 - 333 2/3 313
300 750 - 1000 2/3 33
150 30-375 4/6 6/6
Macaco [4 -5 ko] 750 150 - 187,5 6/6 6/6
300 - A' 20 - 30 3/4 4/4
Babuino [10 - 15 kg] 300 - B! 20-30 2/2 2/2
1200 80-120 2/2 2/2

1 Babuinos inmunizados en la Parte A a 0 y 3 semanas y en Parte B a 78 y 81 semanas (después del periodo de
descanso de 72 semanas).

2 Cada dosis de 1 ml consiste en 600 pg de péptido.

3 Los valores de log1o >2 se puntian como titulos anti-AB positivos.

4 Los numeros representan el nimero de animales con titulos positivos / numero total de animales probados.
BW: peso corporal;
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Tabla 18
Analisis de concentraciones de AB140 (pg/ml) en plasma de pacientes con EA antes y
después de la inmunizacion con vacuna para EA de UBI y correlacion con titulo de
anticuerpos anti-AB1-2s (log1o) en orden decreciente
Sujeto ID | Ab anti-AB1-2s (log10) | AB1-40 (pg/ml) AB140 (pg/ml) AB140 (pg/ml)
(n=12) Semana 16 Semana 0 Semana 16 Semana 16 — Semana 0

P207 3,504 72,6 114,5 41,9

P105 3,164 53,5 75,1 21,6

P106 3,048 124,9 145,8 20,9

P109 2,778 492,9 1031,9 639,0

P108 2,622 29,3 44.4 15,1

P208 2,594 85,2 129,9 44,7

P206 2,462 90,2 102,1 11,9

P204 2,420 30,7 45,1 14,4

P205 1,989 77,7 72,0 -5,7

P107 1,790 147,0 92,7 -54,3

P209 1,467 58,6 87,7 29,1

P210 1,449 44 4 32,6 -11,8
Los datos en negrita tienen elevados niveles de ABi40 en la semana 16 después de las
inmunizaciones de la vacuna para EA de UBI en las semanas 0,4 y 12.

Tabla 19

Indices medios de estimulacion por células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) de
pacientes recogidas en la semana 0 y semana 16 tras el cocultivo con diversos péptidos AR

. . Prueba de la t para
Péptido (SEQ ID NO:) Semana 0 Semana 16 Diferencia datos emparejados
media (DE) media (DE) media (DE) Valor de p

AB1-14 (SEQ ID NO: 4) 0,93 (0,36) 0,90 (0,22) -0,03 (0,39) 0,73
AB1-16 (SEQ ID NO: 66) 0,92 (0,30) 0,98 (0,25) 0,06 (0,40) 0,54
ABi-2s (SEQ ID NO: 3) 0,96 (0,30) 1,04 (0,34) 0,08 (0,56) 0,55
ABi7-42 (SEQ ID NO: 67) 0,96 (0,34) 1,04 (0,29) 0,08 (0,49) 0,47
ABi1-42 (SEQID NO: 1) 0,97 (0,38) 1,08 (0,49) 0,10 (0,53) 0,40
p1412* 0,87 (0,22) 0,99 (0,33) 0,11 (0,34) 0,18
PHA 28,73 (14,24) 27,75 (32,85) -0,98 (26,57) 0,87

*p1412 es un péptido de control no relevante.

Andlisis estadisticos: Se examinaron las diferencias en las proliferaciones de linfocitos entre la semana 0 y
la semana 16 por la prueba de la t para datos emparejados. Se examinaron las diferencias entre el cambio
de las concentraciones medias de citocinas (semana 16 frente a la semana 0) en respuesta a los péptidos
AB y controles por la prueba del orden con signo de Wilcoxon para datos emparejados. Se determinaron
los niveles estadisticos de significancia por pruebas bilaterales (p<0,05). Se usé R (versiéon 2.13.0) para
todos los andlisis estadisticos.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Wang, Chang-Yi

<120> Vacuna peptidica para la prevencion e inmunoterapia de demencia del tipo Alzheimer

<130> TBD
<140> TBD
<141> Con la presente

<150> 13843883
<151> 15-03-2013

<160> 67
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211>42

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(42)

<223> Abeta 1-42 0 APP 770(D672-A713)

<400> 1

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Gln Lys
1 5 10 15

Leu val Phe Phe Ala Glu Asp val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
25 30

Gly Leu Met val Gly Gly val val Ile Ala
35 40

<210> 2

<211>40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(40)

<223> Abeta 1-40 o APP770(D672-V711)
<400> 2

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Gln Lys
1 5 10 15

Leu val Phe Phe Ala Glu Asp val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
25 30

Gly Leu Met val Gly Gly val val
35 40

<210> 3
<211> 28

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 800 028 T3

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(28)

<223> Abeta 1-28 0 AP770(D672-K699)

<400> 3

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Gln Lys
1 5 10 15

Leu val Phe Phe Ala Glu Asp val Gly Ser Asn Lys
20 25

<210> 4

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(14)

<223> Abeta 1-14 0 APP770(D672-H685)

<400> 4
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His
1 5 10

<210>5

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(12)

<223> Abeta 1-12 0 APP 770(D672-V683)

<400> 5
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val
1 5 10

<210> 6

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 1-10 o APP 770(D672-Y681)

<400> 6
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr
1 5 10

<210>7

<211>28

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(28)

<223> Abeta 15-42 0 APP 770(Q686-A711)

<400> 7

Gln Lys Leu val Phe Phe Ala Glu Asp val Gly Ser Asn Lys Gly Ala
10 15

1 5

Ile ITe Gly Leu Met val Gly Gly val val ITe Ala
20 25

<210>8

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -9-1 0 APP 770(T663-D672)

<400> 8
Thr Glu Glu Ile Ser Glu val Lys Met Asp
1 5 10
<210>9
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -8-2 0 APP 770(E664-A673)

<400> 9

Glu Glu Ile ser Glu val Lys Met Asp Ala
1 5 10

<210>10

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -7-3 0 APP 770(E665-E674)

<400> 10
Glu ITe Ser Glu val Lys Met Asp Ala Glu
1 5 10
<210> 11
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -6-4 0 APP 770(1666-F675)

<400> 11
Ile ser Glu val Lys Met Asp Ala Glu Phe
1 5 1

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -5-5 0 APP 770(S667-R676)

<400> 12
Ser Glu val Lys Met Asp Ala Glu Phe Arg
1 5 10
<210> 13
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PROPEP

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -4-6 0 APP 770(E668-H677)

<400> 13
Glu val Lys Met Asp Ala Glu Phe Arg His
1 5 10
<210> 14
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -3-7 0 APP 770(V669-D678)

<400> 14
val Lys Met Asp Ala Glu Phe Arg His Asp
1 5 10
<210> 15
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -2-8 0 APP 770(K670-S679)
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<400> 15
Lys Met Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser
1 5 10
<210> 16
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta -1-9 0 APP 770(M671-G680)

<400> 16
Met Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly
1 5 10
<210> 17
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 2-11 0 APP 770(A673-E682)

<400> 17
Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu
1 5 10
<210> 18
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 3-12 0 APP 770(E674-V683)

<400> 18
Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val
1 5 10
<210> 19
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 4-13 o APP 770(F675-H684)
<400> 19

Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His
1 5 10
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<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 5-14 0 APP 770(R676-H685)

<400> 20
Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His
1 5 10
<210> 21
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 6-15 0 APP 770(H677-Q686)

<400> 21
His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Gln
1 5 10
<210> 22
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 7-16 o APP 770(D678-K687)

<400> 22
Asp Ser Gly Tyr Glu val His His GIn Lys
1 5 10
<210> 23
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 8-17 o APP 770(S679-L688)
<400> 23

Ser Gly Tyr Glu val His His Gln Lys Leu
1 5 10

<210> 24
<211>10
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 9-18 o APP 770(G680-V689)

<400> 24
Gly Tyr Glu val His His Gln Lys Leu val
1 5 10
<210> 25
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 10-19 o APP 770(Y681-F690)

<400> 25
Tyr Glu val His His Gln Lys Leu val Phe
1 5 10
<210> 26
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 11-20 o APP 770(E682-F691)

<400> 26
Glu val His His Gln Lys Leu val Phe Phe
1 5 10
<210> 27
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 12-21 0 APP 770(V683-A692)

<400> 27
val His His Gln Lys Leu val Phe Phe Ala
1 5 10
<210> 28
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)
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<223> Abeta 13-22 o APP 770(H684-E693)
<400> 28

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

<210> 29

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 14-23 o APP 770(H685-D694)

<400> 29

His GIn Lys Leu val Phe Phe Ala Glu Asp
1 5 10

<210> 30

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(10)

<223> Abeta 15-24 0 APP 770(Q686-V695)

<400> 30
Gln Lys Leu val Phe Phe Ala Glu Asp val
1 5 10
<210> 31
<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(7)

<223> Abeta 16-22 0 APP 770(K687-E693)

<400> 31
Lys Leu val Phe Phe Ala Glu
1 5
<210> 32
<211>4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(1)

<223> épsilon K
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<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(4)
<223> espaciador A

<400> 32
Lys Lys Lys Lys
1

<210> 33

<211>17

<212> PRT

<213> Clostridium tetani

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(17)

<223> Th de Clostridium tetani 1

<400> 33

Lys Lys GIn Tyr ITe Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly ITe Thr Glu
1 5 10 15

Leu

<210> 34

<211>15

<212> PRT

<213> Virus del sarampién

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(15)
<223> Th de MVF1

<400> 34
Leu Ser Glu Ile Lys Gly val Ile val His Arg Leu Glu Gly val
1 5 10 15
<210> 35
<211> 24
<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(24)

<223> Th de Bordetella pertussis

<400> 35

Gly Ala Tyr Ala Arg Cys Pro Asnh Gly Thr Arg Ala Leu Thr val Ala
1 5 10 15

Glu Leu Arg Gly Asn Ala Glu Leu
20

<210> 36
<211> 17
<212> PRT
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<213> Clostridium tetani

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(17)

<223> Th de Clostridium tetani 2

<400> 36

Trp val Arg Asp Ile Ile Asp Asp Phe Thr Asn Glu Ser Ser Gln Lys
1 5 10 15

Thr

<210> 37

<211> 23

<212> PRT

<213> diphtheria bacilli

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(23)
<223> Th de difteria

<400> 37

Asp Ser Glu Thr Ala Asp Asn Leu Glu Lys Thr val Ala Ala Leu Ser
1 5 10 15

Ile Leu Pro Gly His Gly Cys
20

<210> 38

<211> 21

<212> PRT

<213> Plasmodium falciparum

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(21)

<223> Th de Plasmodium falciparum

<400> 38

Asp His Glu Lys Lys His Ala Lys Met Glu Lys Ala Ser Ser val Phe
1 5 10 15

Asn val val Asn Ser
20

<210> 39

<211>17

<212> PRT

<213> Schistosoma mansoni

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(17)
<223> Th de Schistosoma mansoni

<400> 39
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Lys Trp Phe Lys Thr Asn Ala Pro Asn Gly val Asp Glu Lys His Arg
1 5 10 15

His

<210> 40

<211> 25

<212> PRT

<213> Toxina del célera

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(25)

<223> Th de la toxina del célera

<400> 40

Ala Leu Asn Ile Trp Asp Arg Phe Asp val Phe Cys Thr Leu Gly Ala
1 5 10 15

Thr Thr Gly Tyr Leu Lys Gly Asn Ser
20 25

<210> 41

<211>15

<212> PRT

<213> Virus del sarampién

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(15)
<223> Th de MvF 2

<400> 41

Ile ser Glu ITe Lys Gly val Ile val His Lys Ile Glu Gly Ile
1 5 10 15

<210> 42

<211> 22

<212> PRT

<213> Virus del sarampién

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(22)

<223> Th de KKKMVF 3

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)
<223>SoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)
<223>GoT
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)
<223>HoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)
<223>GoT

<400> 42

Lys Lys Lys Ile Ser Ile Xaa Glu Ile Xaa Xaa val Ile val Xaa Xaa
1

5 10

ITe Glu Xaa Ile Leu Phe
20

<210> 43

<211>18

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(18)
<223> Th de HBsAg 1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)
<223>KoR

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)
<223>LoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)
<223>FoKoR

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)
<223>LoloVoF

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)
<223>LoloVoF

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)
<223>KoR

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)
<223>LoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)
<223>LoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)
<223>LoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)
<223>QolLoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)
<223>LoloVoF

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)
<223>DoR

<400> 43

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Pro Xaa Ser

1

Xaa Xaa

<210> 44
<211>19
<212> PRT

<213> Virus del sarampién

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(19)

<223> MvF 4 Th

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)
<223>SoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)
<223>KoR

5
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)
<223>GoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)
<223>HoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)
<223>KoR

<400> 44

ITe Ser Ile Xaa Glu ITe Xaa Xaa val Ile val Xaa Xaa Ile Glu Thr

1

ITe Leu Phe

<210> 45
<211> 18
<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(18)

<223> Th de HBsAg 2

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)
<223>10F

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)
<223>10F

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)
<223>Tol

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

<223> 1oL

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> oL

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)
<223>Pol

<220>
<221> MISC_FEATURE

ES 2 800 028 T3
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<222> (15)..(15)
<223>Qo T

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)
<223>SoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Lol

<400> 45

Lys Lys Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Arg ITle Xaa Thr ITe Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Asp

<210> 46

<211>19

<212> PRT

<213> Virus del sarampién

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(19)
<223> Th de MvF 5

<400> 46

Ile ser Ile Thr Glu Ile Lys Gly val Ile val His Arg Ile Glu Thr
1 5 10 15

ITe Leu Phe

<210> 47

<211>18

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(18)

<223> Th de HBsAg 3

<400> 47
Lys Lys Lys Ile Ile Thr I1e Thr Arg I1e I1e Thr Ile Ile Thr Thr
1 5 10

Ile Asp

<210> 48

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14
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<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (16)..(32)

<223> Th de Clostridium tetani 1

<400> 48

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Lys
1 5 10 15

Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly ITe Thr Glu Leu
20 25 30

<210> 49

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)
<223> Abeta 1-10

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (11)..(11)

<223> épsilon K como espaciador

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (12)..(26)
<223> Th de MvF 1

<400> 49

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Lys Leu Ser Glu Ile Lys
1 5 10 15

Gly val Ile val His Arg Leu Glu Gly val
20 25

<210> 50

<211>28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(12)

<223> Abeta 1-12

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (13)..(13)

<223> épsilon K como espaciador

<220>

72



ES 2 800 028 T3

<221> PEPTIDO
<222> (14)..(28)
<223> Th de MvF 1
<400> 50

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val Lys Leu Ser Glu
1 5 10 15

Ile Lys Gly val Ile val His Arg Leu Glu Gly val
20 25

10

15

20

25

30

35

40

45

50

<210> 51

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(30)
<223> Th de MvF 1

<400> 51

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Leu

1 5

Sser Glu Ile Lys Gly val ITe val His Arg Leu Glu Gly val

20

<210> 52

<211> 39

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (16)..(39)

<223> Th de Bordetella pertussis

<400> 52
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Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Gly
1 5 10 15

Ala Tyr Ala Arg Cys Pro Asnh Gly Thr Arg Ala Leu Thr val Ala Glu
20 25 30

Leu Arg Gly Asn Ala Glu Leu
35

<210> 53

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (16)..(32)

<223> Th de Clostridium tetani 2

<400> 53
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Trp
1 5 10 15

val Arg Asp Ile ITe Asp Asp Phe Thr Asn Glu Ser Ser Gln Lys Thr
20 25 30

25

30

35

40

45

<210> 54

<211> 38

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(38)
<223> Th de Diphtheria

<400> 54
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Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Asp
1 5 10 15

Ser Glu Thr Ala Asp Asn Leu Glu Lys Thr val Ala Ala Leu Ser Ile
20 25

Leu Pro Gly His Gly Cys
35

<210> 55

<211> 36

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (16)..(36)

<223> Th de Plasmodium falciparum

<400> 55

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Asp
1 5 10 15

His Glu Lys Lys His Ala Lys Met Glu Lys Ala Ser Ser val Phe Asn
20 25

val val Asn Ser

<210> 56

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador
<220>

<221> PEPTIDO

<222> (16)..(32)

<223> Th de Schistosoma mansoni

<400> 56
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Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Lys
1 5 10 15

Trp Phe Lys Thr Asn Ala Pro Asn Gly val Asp Glu Lys His Arg His
20 25 30

<210> 57

<211>40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (16)..(40)

<223> Th de la toxina del colera

<400> 57
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Ala
1 5 10 15

Leu Asnh Ile Trp Asp Arg Phe Asp val Phe Cys Thr Leu Gly Ala Thr
20 25 30

25

30

35

40

45

Thr Gly Tyr Leu Lys Gly Asn Ser
35 40

<210> 58

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador
<220>

<221> PEPTIDO

<222> (16)..(30)

<223> Th de MvF 2

<400> 58
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Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Ile
1 5 10 15

Ser Glu Ile Lys Gly val ITe val His Lys ITle Glu Gly Ile

10
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<210> 59

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(37)
<223> KKKMVF 3 Th

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (22)..(22)
<223>SoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (26)..(26)
<223>GoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)
<223>HoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (34)..(34)
<223>GoT

<400> 59
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Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Lys
1 5 10 15
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Lys Lys Ile Ser ITle Xaa Glu Ile Xaa Xaa val ITle val Xaa Xaa Ile
20

Glu Xaa Ile Leu Phe
35

<210> 60

<211>33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)
<223>KoR

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)
<223>LoloVoF

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)
<223>FoKoR

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)
<223>LoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (22)..(22)
<223>LoloVoF

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)
<223>KoR
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>LoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (26)..(26)
<223>LoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)
<223>LoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)
<223>QolLoloVoF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)
<223>LoloVoF

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(33)
<223>DoR

<400> 60

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Pro Xaa Ser Xaa

20 25

Xaa

<210> 61

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(14)

<223> (Abeta 1-14) x 4 como péptido ramificado

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> (épsilon K) x 2 como conector

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (16)..(16)

<223> épsilon K como espaciador enlazado

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (17)..(31)
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<223> Th de MvF 1
<400> 61

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Lys
1 5 10 15

Leu Ser Glu Ile Lys Gly val Ile val His Arg Leu Glu Gly val
20 25 30

10

15

20

25

30

35

40

45
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<210> 62

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador enlazado

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(37)
<223> Th de KKK- MVF 4

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (22)..(22)
<223>SoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>KoR

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (26)..(26)
<223>GoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)
<223>HoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)
<223>KoR

<400> 62
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Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Lys
1 5 10 15

Lys Lys Ile Ser ITle Xaa Glu Ile Xaa Xaa val ITle val Xaa Xaa Ile

10

15

20
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20 25

Glu Thr Ile Leu Phe
35

<210> 63

<211>33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador enlazado

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(33)
<223> Th de HBsAg 2

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)
<223>|0oF

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)
<223>10F

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)
<223>TolL

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (22)..(22)

<223> 1ol

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (26)..(26)

<223> 1ol

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)
<223>Poll

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)
<223>QoT
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)
<223>SoT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Lol

<400> 63

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Lys

1 5

Lys Lys Ile Ile Thr Ile Thr Arg ITle Ile Thr Ile Pro Gln Ser Leu
20 25

Asp

<210> 64

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador enlazado

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(37)
<223> Th de KKK-MvF 5

<400> 64

10

15

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Lys
1 5 10 15

Lys Lys Ile Ser ITle Thr Glu Ile Lys Gly val Ile val His Arg Ile
20 25 30

Glu Thr Ile Leu Phe
35

<210> 65

<211>33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)
<223> Abeta 1-14
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<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> épsilon K como espaciador enlazado

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (16)..(33)
<223> Th de HBsAg 3

<400> 65

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Lys Lys
1 5 10 15

Lys Lys Ile Ile Thr I1e Thr Arg Ile I1e Thr Ile I1le Thr Thr 1Ile

20

Asp

<210> 66

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(16)

<223> Abeta 1-16 0 APP 770(D672-K687)

<400> 66

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

1 5

<210> 67

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(26)

<223> Abeta 17-42 0 APP 770(L688-A713)

<400> 67

Leu val Phe Phe Ala Glu Asp val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
10

1 5

Gly Leu Met val Gly Gly val val Ile Ala
20 2
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una combinacion de construcciones de inmunogenos de péptidos AR que
consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 62 y 63 o SEQ ID NOs: 64 y 65.

2. La composicion segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un oligodesoxinucleétido (ODN) de CpG para
formar un complejo inmunoestimulante estabilizado.

3. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que comprende ademas un adyuvante.
4. Una composicion farmacéutica que comprende:

a) la combinaciéon de construcciones de inmunoégenos de péptidos AR de SEQ ID NOs: 62 y 63 segun la
reivindicacion 1;

b) un oligodesoxinuclestido (ODN) de CpG; y

c) un vehiculo de administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable, en donde las construcciones de
inmunogenos de péptidos AR en (a) y el oligodesoxinucleétido (ODN) de CpG en (b) estan en forma de un
complejo inmunoestimulante estabilizado.

5. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, en donde la combinacién de construcciones de
inmunogenos de péptidos AB en (a) estan presentes en una relacion molar igual.

6. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 4 y 5, en donde el vehiculo de
administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable es Alhydrogel (Al(OH)s).

7. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 4 y 5, en donde el vehiculo de
administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable es Adjuphos (AIPO,).

8. Una composicién farmacéutica que comprende:

a) la combinaciéon de construcciones de inmunoégenos de péptidos AR de SEQ ID NOs: 64 y 65 segun la
reivindicacion 1;

b) un oligodesoxinuclestido (ODN) de CpG; y

c) un vehiculo de administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable, en donde las construcciones de
inmunogenos de péptidos AR en (a) y el oligodesoxinucleétido (ODN) de CpG en (b) estan en forma de un
complejo inmunoestimulante estabilizado.

9. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 8, en donde la combinacién de construcciones de
inmunogenos de péptidos AB en (a) estan presentes en una relacion molar igual.

10. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 8 y 9, en donde el vehiculo de
administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable es Alhydrogel (Al(OH)s).

11. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 8 y 9, en donde el vehiculo de
administracion y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable es Adjuphos (AIPO,).

12. Una composicién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7 para su uso en producir
anticuerpos que reconocen el extremo N de B-amiloide (AB) en un hospedador.

13. Una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7 para su uso en el tratamiento de
un paciente con enfermedad de Alzheimer (EA).

14. Una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 para su uso en producir
anticuerpos que reconocen el extremo N de B-amiloide (AB) en un hospedador.

15. Una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 para su uso en el tratamiento de
un paciente con enfermedad de Alzheimer (EA).
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Figura 15A
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Figura 15B
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Figura 15C
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