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DESCRIPCION
Anticuerpos contra beta amiloide
Campo

La presente descripcion se refiere a anticuerpos humanizados que son selectivos para oligémeros de beta amiloide
(A-beta 0 AB), asi como a composiciones y usos de los mismos.

Antecedentes

La beta amiloide (A-beta), que existe como un péptido de 36 a 43 aminoacidos, es un producto liberado a partir de la proteina
precursora de amiloide (APP) por las enzimas B y y secretasa. En pacientes con EA, A-beta puede estar presente en
monomeros solubles, fibrillas insolubles y oligdmeros solubles. En forma de monémero, A-beta existe como una cadena
polipeptidica predominantemente no estructurada. En forma de fibrillas, A-beta puede agregarse en distintas morfologias, a
menudo denominadas cepas. Varias de estas estructuras se han determinado mediante RMN de estado sélido.

Por ejemplo, las estructuras para varias cepas de fibrillas estan disponibles en el Protein Data Bank (PDB), una base
de datos cristalografica de datos estructurales tridimensionales de resolucién atémica, que incluye una estructura Ap
triplemente simétrica (entrada PDB, 2M4J); una estructura simétrica doble de monémeros AB-40 (entrada PDB 2LMN)
y una estructura de registro paralela de cadena sencilla de monémeros AS -42 (entrada PDB 2MXU).

La estructura de 2M4J se informa en Lu y col [8], y la estructura de 2MXU se informa en Xiao y col [9]. La estructura
de 2LMN se describe en Petkova y col [10].

Se ha demostrado que los oligbmeros A-beta destruyen lineas celulares y neuronas en cultivo y bloquean una
actividad sinéptica critica que favorece la memoria, conocida como potenciacién a largo plazo (LTP), en cultivos en
rodajas y en animales vivos.

La estructura del oligbmero no se ha determinado hasta la fecha. Ademas, la RMN y otras pruebas indican que el
oligbmero no existe en una Unica estructura bien definida, sino en un conjunto estructural conformacionalmente
plastico y maleable con regularidad limitada. Ademas, la concentracion de especies de oligbmeros téxicos esta muy
por debajo de la del monémero o de la fibrilla (las estimaciones varian, pero son del orden de 1000 veces menos o
mas), lo que hace que esta diana sea dificil de alcanzar.

Se han descrito anticuerpos que se unen a A-beta.

El documento WO2009048538A2 titulado USO DE ANTICUERPO ANTI-AMILOIDE EN ENFERMEDADES
OCULARES describe anticuerpos quiméricos que reconocen uno o mas sitios de unién en A-beta y son utiles para
el tratamiento de enfermedades oculares.

El documento US9221812B2 titulado COMPUESTOS PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
ASOCIADAS CON PROTEINAS AMILOIDES O SIMILARES A AMILOIDES describe composiciones farmacéuticas
y anticuerpos discontinuos que se unen a A-beta incluyendo un epitopo entre los residuos de aminoacidos 12 a 24
para el tratamiento de enfermedades relacionadas con amiloide.

El documento WO2003070760A2 titulado ANTICUERPOS ANTI-AMILOIDE BETA Y SU USO describe anticuerpos que
reconocen un epitopo discontinuo A-beta, en donde la primera regién comprende la secuencia de aminoacidos
AEFRHDSGY o un fragmento de la misma y en donde la segunda regién comprende la secuencia de aminoacidos
VHHQKLVFFAEDVG o un fragmento de la misma.

El documento US20110171243A1 titulado COMPUESTOS QUE TRATAN AMILOIDOSIS describe un mimotopo
peptidico capaz de inducir la formacién in vivo de anticuerpos que se unen a HQKLVF y/o HQKLVFFAED, y su uso.

Los documentos WO2008088983A1 y W02001062801A2 describen un fragmento de anticuerpo pegilado que se
une a los aminoacidos 13-28 de A-beta y su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con A-beta.
Solanezumab y crenezumab se unen a los aminoacidos 16-26 en A-beta. Crenezumab interactda con el monémero,
el oligbmero y la fibrilla. Los anticuerpos de la regién media, incluidos solanezumab (afinidad picomolar) y
crenezumab (afinidad nanomolar), parecen unirse preferentemente a A-beta monomérico [13].

El documento WO2009149487A2, titulado COMPUESTOS PARA EL TRATAMIENTO DE SINTOMAS ASOCIADOS
CON LA ENFERMEDAD DE PARKINSON, describe compuestos que comprenden un péptido que tiene capacidad
de unién para un anticuerpo especifico para un epitopo A-beta tal como EVHHQKL, HQKLVF y HQKLVFFAED.

El dominio HHQK (Id. de sec. n.*: 7) se describe como implicado en la induccién de neurotoxicidad en placas en la
microglia humana, como se describe en Giulian D y col. [11] y Winkler y col. [12]. Se han descrito agentes
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terapéuticos sin anticuerpos que se unen a HHQK (Id. de sec. n.°: 7) para el tratamiento de enfermedades de
plegamiento de proteinas (US20150105344A1, WO2006125324A1).

patentes estadounidenses 5.766.846; 5.837.672; y 5.593.846 describen la produccién de anticuerpos monoclonales
murinos contra el dominio central del péptido AB. El documento WO 01/62801 describe anticuerpos que se unen a
A-beta entre los aminoacidos 13-28. El documento WO2004071408 describe anticuerpos humanizados.

El documento WO2009086539A2 titulado TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE LA AMILOIDOSIS esta dirigido a la
amiloidosis y la amiloidosis de cadena ligera amiloide, mediante la administraciéon de péptidos que comprenden
neoepitopos, tales como fragmentos de proteina amiloide A (AA) de una regiéon C-terminal de AA, y anticuerpos
especificos para neoepitopos de proteinas amiloides agregadas, por ejemplo, anticuerpos especificos para la regién
C-terminal de las fibrillas de AA.

El documento WO2003070760 titulado ANTICUERPOS ANTI-AMILOIDE BETA Y SU USO se refiere a moléculas
de anticuerpos capaces de reconocer especificamente dos regiones del péptido R-A4, en donde la primera regién
comprende la secuencia de aminoacidos AEFRHDSGY o un fragmento de la misma y en donde la segunda regién
comprende la secuencia de aminoacidos VHHAEDVFFAEDVG o un fragmento de la misma.

El documento WO2006066089 titulado ANTICUERPOS BETA AMILOIDE HUMANIZADOS PARA SU USO EN LA
MEJORA DE LA COGNICION se refiere a agentes y métodos mejorados para el tratamiento de enfermedades
asociadas con beta amiloide y, en particular, a la identificacién y caracterizacion de un anticuerpo monoclonal, 12A11,
que se une especificamente al péptido AR y es eficaz para reducir la carga de placa asociada con trastornos
amiloidogénicos (por ejemplo, EA).

El documento W(02007068429 titulado ANTICUERPOS CONTRA EL AMILOIDE BETA 4 CON GLICOSILADO EN LA
REGION VARIABLE se refiere a una preparacion de molécula de anticuerpo purificada que se caracteriza porque al menos
un sitio de unién al antigeno comprende una asparagina glicosilada (Asn) en la regién variable de cadena pesada (Vh).

El documento WO 03/016466 se refiere a anticuerpos variantes 266 que estan disefiados para carecer de un sitio
de N-glicosilacién dentro de la CDR2 de la cadena pesada, composiciones farmacéuticas de los mismos y
secuencias de polinucleétidos, vectores y células transformadas Utiles para expresar los anticuerpos variantes. Se
describe que las variantes secuestran el péptido A-beta soluble de fluidos biolégicos humanos y se unen
especificamente a un epitopo contenido en la posicion 13-28 del péptido beta amiloide.

Yu y col. describen un AB1-15 (6AB15) plegable hexavalente fusionado a PADRE o proteinas transportadoras
derivadas de toxinas. Wang y col 2016 informan que la administracién periférica de este anticuerpo mitiga la
patologia similar a la enfermedad de Alzheimer y el deterioro cognitivo en un animal transgénico con enfermedad
de Alzheimer envejecida [14], [15].

El documento WO 2017/079833 A1 describe anticuerpos monoclonales murinos generados contra un péptido HHQK ciclico.

Son deseables anticuerpos que se unen preferencial o selectivamente a oligdmeros A-beta sobre mondémeros o
sobre fibrillas 0 sobre monémeros y fibrillas.

Resumen
La presente invencion, en sus diversos aspectos, es tal como se establece en las reivindicaciones adjuntas.

Un aspecto incluye un anticuerpo humanizado que comprende una region variable de cadena pesada y una regién
variable de cadena ligera, en donde: la regién variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos
como se establece en la Id. de sec. n.% 46; y la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.°: 66; y el anticuerpo humanizado se une a los oligdmeros beta
amiloides.

En una realizacion, el anticuerpo es un fragmento de unién a anticuerpo de un anticuerpo descrito en la presente memoria
seleccionado de Fab, Fab', F(ab"2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos y multimeros de los mismos.

Un aspecto incluye un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo humanizado descrito en la presente memoria
y un marcador detectable o agente citotéxico.

Un aspecto incluye una composicién que comprende el anticuerpo descrito en la presente memoria, o el
inmunoconjugado descrito en la presente memoria y un diluyente.

Un aspecto incluye una molécula de acido nucleico que codifica una porcion proteica del anticuerpo descrito en la
presente memoria.
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Un aspecto incluye un vector que comprende el acido nucleico descrito en la presente descripcion.
Un aspecto incluye una célula que expresa un anticuerpo descrito en la presente memoria.

Un aspecto incluye el inmunoconjugado descrito en la presente memoria para su uso en la medicién de un nivel de A-
beta en un sujeto en riesgo 0 sospechoso de tener 0 que tiene EA, en donde el anticuerpo se conjuga con un marcador
detectable.

En una realizacién, el marcador es un radionucleido emisor de positrones.

Un aspecto incluye el anticuerpo o inmunoconjugado descrito en la presente memoria, 0 una composicién farmacéutica
que comprende el anticuerpo o inmunoconjugado segun la invenciéon para su uso en el tratamiento de la EA, la
demencia con cuerpos de Lewy y/o la angiopatia amiloide cerebral en un sujeto que lo necesita, preferiblemente en
donde el anticuerpo o el inmunoconjugado se administra directamente al cerebro u otra porcién del SNC.

En una realizacion, se evalla la presencia o los niveles de A-beta en una muestra biolégica del sujeto a tratar
utilizando un anticuerpo descrito en la presente memoria.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente descripcion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada.

Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia (o para diagnostico).

Breve descripcion de los dibujos
La presente descripcion se describira ahora en relacién con los dibujos en los que:
la Figura 1 es un grafico que muestra el efecto de los anticuerpos sobre la propagacién de oligbmeros A-beta in vitro.

La Figura 2 es un grafico que muestra que el anticuerpo humanizado muestra una unién significativamente mejor a
la fraccion LMW enriquecida con oligémero toxico del extracto de EA.

Las Figuras 3A a 3F son una serie de secciones de cerebro tefiidas con diversos anticuerpos Abeta y de control.
La Figura 4A es una traza de un extracto de cerebro soluble de EA separado
Las Figuras 4B a 4D son graficos que muestran los niveles de A-beta detectados en fracciones LMW y HMW.

La Figura 5A es un grafico que muestra niveles de IgG humana detectables en cerebro y plasma 24 horas después
de la inyeccion de anticuerpos anti-Abeta.

La Figura 5B es un grafico que muestra los niveles de penetrancia del SNC del anticuerpo anti-Abeta.

Las Figuras 5C y 5D muestran niveles de IgG detectados en cerebro y plasma o ratones no transgénicos y App/PS1
1-21 dias después de la inyeccién de anticuerpos anti-Abeta.

Descripcion detallada de la descripcion

En la presente memoria se proporcionan anticuerpos humanizados que comprenden una regién variable de cadena
pesada y una regién variable de cadena ligera, en donde: la region variable de cadena pesada comprende una
secuencia de aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.°: 46; la regién variable de cadena ligera comprende
una secuencia de aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.® 66; y el anticuerpo humanizado se une a
oligbmeros de beta amiloide, sus composiciones inmunoterapéuticas y sus métodos de uso. Dichos anticuerpos
pueden apuntar a epitopos preferentemente accesibles en especies oligoméricas toxicas de A-beta, incluidas
especies oligoméricas asociadas con la enfermedad de Alzheimer (EA).

Como se muestra en los ejemplos, los anticuerpos generados usando un péptido ciclico que comprende HHQK (Id.
de sec. n.% 7), unieron preferentemente A-beta oligomérico y/o unieron selectivamente el péptido ciclico en
comparacién con un péptido lineal de la misma secuencia (por ejemplo, la secuencia lineal correspondiente). Se
describen resultados experimentales e identifican anticuerpos especificos de epitopo y conformacionalmente
selectivos que se unen al oligdmero sintético de forma selectiva en comparacion con los monémeros sintéticos, se
unen al LCR de pacientes con EA preferentemente sobre el LCR de control y/o se unen al extracto de cerebro
soluble de pacientes con EA preferentemente sobre el extracto de cerebro soluble de control. Una tincién adicional
del tejido cerebral con EA identificé anticuerpos que muestran una unién a la placa nula o insignificante y los
estudios in vitro encontraron que los anticuerpos inhibian la propagacién y agregacion del oligobmero AB.
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Como se muestra ademas en los ejemplos, el anticuerpo humanizado 301-17 que tiene una regién variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.°: 46 y una
regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la Id. de sec.
n.° 66 mostraron caracteristicas mejoradas, como una unién mejorada de A-beta oligomérica en comparaciéon con
el anticuerpo monoclonal de ratén. Los anticuerpos humanizados también tenian una especificidad mejorada en
comparacién con el monoclonal parental.

Por ejemplo, el anticuerpo humanizado tiene una unién aumentada, tal como un aumento del 50 % o hasta un
200 % (o cualgquier numero intermedio) en comparacién con el anticuerpo monoclonal de ratén, a A-beta
oligomérica, opcionalmente Abeta oligomérica presente en fracciones de bajo peso molecular de muestras como
extractos de cerebro u otras muestras biologicas.

|. Definiciones

Tal como se usa en la presente memoria, el término “A-beta” puede denominarse alternativamente “beta amiloide”,
“B amiloide”, A-beta, A-beta o “AB”. La beta amiloide es un péptido de 36 a 43 aminoacidos e incluye todas las
formas de tipo natural y mutantes de todas las especies, particularmente la beta A humana. A-beta40 se refiere a
la forma de 40 aminoacidos; A-beta4? se refiere a la forma de 42 aminoacidos, etc. La secuencia de aminoacidos
de A-betad?2 de tipo natural humano se muestra en la Id. de sec. n.®: 73.

Como se usa en la presente memoria, el término “mondémero A-beta” en la presente memoria se refiere a cualquiera
de las formas de subunidades individuales del péptido A-beta (por ejemplo, 1-40, 1-42, 1-43).

Tal como se usa en la presente memoria, el término “oligdémero A-beta” se refiere a una pluralidad de cualquiera
de las subunidades A-beta en donde que varios (por ejemplo, al menos dos) monémeros A-beta se agregan de
forma no covalente en un glébulo tridimensional conformacionalmente flexible y parcialmente ordenado de menos
de 100 monémeros, 0 mas tipicamente menos de 50 monomeros. Por ejemplo, un oligdmero puede contener 3, 4,
5 o mas mondémeros. El término “oligémero A-beta”, tal como se usa en la presente memoria, incluye tanto
oligbmero A-beta sintético como/u oligdbmero A-beta nativo. “Oligémero A-beta nativo™ se refiere a oligdmero A-beta
formado in vivo, por ejemplo en el cerebro y el LCR de un sujeto con EA.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “fibrilla A-beta” se refiere a una estructura molecular que comprende
conjuntos de péptidos A-beta individuales asociados no covalentemente que muestran una estructura fibrilar bajo un
microscopio electronico. La estructura fibrilar suele ser una estructura “beta cruzada™; no existe un limite superior tedrico
para el tamario de los multimeros y las fibrillas pueden comprender miles o muchos miles de monémeros. Las fibrillas pueden
agregarse por miles para formar placas seniles, una de las principales morfologias patologicas diagnosticas de la EA.

El término “HHQK" significa la secuencia de aminoacidos histidina, histidina, glutamina, lisina, como se muestra en la
Id. de sec. n.% 7. Dependiendo del contexto, la referencia de la secuencia de aminoacidos puede referirse a una
secuencia en A-beta o a un péptido aislado, como la secuencia de aminoacidos de un compuesto ciclico.

El término “aminoacido” incluye todos los aminoacidos de origen natural asi como también los aminoacidos
modificados. Los atomos del aminoacido pueden incluir diferentes is6topos. Por ejemplo, los aminoacidos pueden
comprender deuterio sustituido por hidrogeno, nitrégeno-15 sustituido por nitrégeno-14, y carbono-13 sustituido por
carbono-12 y otros cambios similares.

El término “anticuerpo”, tal como se usa en la presente memoria, pretende incluir anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, anticuerpos de cadena sencilla, remodelados, humanizados y otros anticuerpos quiméricos y fragmentos de
unién de los mismos, incluyendo, por ejemplo, un fragmento Fab de cadena sencilla, un fragmento Fab'2 o un fragmento Fv
de cadena sencilla. El anticuerpo puede ser de fuentes recombinantes y/o producirse en animales tales como conejos,
llamas, tiburones, etc. También se incluyen anticuerpos humanos que pueden producirse en animales transgénicos o usando
técnicas bioquimicas o pueden aislarse de una biblioteca tal como una biblioteca de fagos. Los anticuerpos humanizados u
otros anticuerpos quiméricos pueden incluir secuencias de uno o mas de un isotipo, clase o especie.

La expresién “anticuerpo aislado” se refiere a anticuerpo producido in vivo o in vitro que ha sido eliminado de la
fuente que produjo el anticuerpo, por ejemplo, un animal, hibridoma u otra linea celular (tal como células
recombinantes de insecto, levadura o bacteria que producen anticuerpo). El anticuerpo aislado se “purifica”
opcionalmente, 1o que significa al menos: el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 98 % 0 el 99 % de pureza.

El término “fragmento de unién”, como se usa en la presente memoria, a una parte o porcion de un anticuerpo o cadena de
anticuerpo que comprende menos residuos de aminoacidos que un anticuerpo o cadena de anticuerpo intacto o completo y
que se une al antigeno o compite con el anticuerpo intacto. Los fragmentos de unidon a modo de ejemplo incluyen, sin
limitaciones, Fab, Fab', F(ab')2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, nanocuerpos, minicuerpos, diacuerpos y multimeros de los
mismos. Los fragmentos se pueden obtener mediante tratamiento quimico o enzimético de un anticuerpo o cadena de
anticuerpo intacta o completa. También se pueden obtener fragmentos por medios recombinantes. Por ejemplo, pueden
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generarse fragmentos F(ab')2 mediante el tratamiento del anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab')2 resultante puede
tratarse para reducir los puentes disulfuro para producir fragmentos Fab'. La digestion con papaina puede conducir a la
formacion de fragmentos Fab. Fab, Fab'y F(ab')2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos, fragmentos de
anticuerpos biespecificos y otros fragmentos también pueden construirse mediante técnicas de expresion recombinantes.

Los términos “numeracién IMGT” o “numeracién de base de datos ImMunoGeneTics”, que se reconocen en la
técnica, se refieren a un sistema de numeracién de residuos de aminoacidos que son mas variables (es decir,
hipervariables) que otros residuos de aminodacidos en las regiones variables de las cadenas pesada y ligera. de un
anticuerpo, o porcién de unién a antigeno del mismo.

Como se usa en la presente memoria, el término “epitopo conformacional” se refiere a un epitopo donde la secuencia
de aminoacidos del epitopo tiene una estructura tridimensional particular en donde al menos un aspecto de la estructura
tridimensional no esta presente o es menos probable que esté presente en otra forma para por ejemplo, un péptido lineal
correspondiente 0 monémero A-beta y es reconocido especifica y/o selectivamente por el anticuerpo afin. Los anticuerpos
que se unen especificamente a un epitopo especifico de conformacién reconocen la disposicion espacial de uno o mas
de los aminoacidos de ese epitopo especifico de conformacion. Por ejemplo, un epitopo conformacional de HHQK (Id.
de sec. n.°: 7} se refiere a un epitopo de HHQK (Id. de sec. n.: 7) que es reconocido por anticuerpos de forma selectiva,
por ejemplo, al menos 2 veces, 3 veces, 5 veces, 10 veces, 50 veces, 100 veces, 250 veces, 500 veces 0 1000 veces o
mas selectividad en comparacioén con anticuerpos creados usando HHQK lineal (Id. de sec. n.®: 7). Cuando se dice que
un anticuerpo se une selectivamente a un epitopo tal como un epitopo conformacional, tal como HHQK (Id. de sec. n.*
7), lo que se quiere decir es que el anticuerpo se une preferentemente a una o mas conformaciones particulares que
contienen los residuos especificados o una parte de los mismos con mayor afinidad que la que une dichos residuos en
otra conformacién. Por ejemplo, cuando se dice que un anticuerpo se une selectivamente a un ciclopéptido que
comprende HHQK o un epitopo relacionado con respecto a un péptido lineal correspondiente, el anticuerpo se une al
ciclopéptido con al menos una afinidad 2 veces mayor que la que se une al péptido lineal. De manera similar, cuando se
dice que un anticuerpo se une selectivamente a A-beta oligomérico, el anticuerpo se une a la especie oligomérica con al
menos una afinidad 2 veces mayor que la que se une al monémero A-beta y/o a las fibrillas de placa.

El término “union a placa nula o insignificante” o “carece de unién a placa o tiene una unién a placa insignificante”,
tal como se utiliza en la presente memoria con respecto a un anticuerpo, significa que el anticuerpo no muestra
tincion tipica de morfologia de placa en inmunohistoquimica (por ejemplo, in situ, opcionalmente en comparacion
con la tincién de placa observada con el anticuerpo A-beta 6E10) y el nivel de tinciéon es comparable 0 no mas de
2 veces el nivel observado con un control de isotipo IgG negativo (por ejemplo, irrelevante).

El término “péptido aislado” se refiere a un péptido que se ha producido, por ejemplo, mediante técnicas
recombinantes o sintéticas, y se ha eliminado de la fuente que produjo el péptido, tal como células recombinantes o
reactivos de sintesis de péptidos residuales. El péptido aislado esta opcionalmente “purificado™, lo que significa al
menos: el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 99 % de pureza y opcionalmente pureza de grado farmacéutico.

El término “marcador detectable” como se usa en la presente memoria se refiere a restos tales como secuencias
peptidicas (como una etiqueta myc, etiqueta HA, etiqueta V5 o etiqueta NE), proteinas fluorescentes que se pueden
anexar o introducir en un péptido o compuesto descrito en la presente memoria y que es capaz de producir, directa
o indirectamente, una sefial detectable. Por ejemplo, el marcador puede ser un radionucleido emisor de positrones
radioopaco (por ejemplo, para uso en obtencién de imagenes PET) o un radiois6topo, tal como 3H, 13N, 1“C, 18F,
s2p, 3g, 123 125 131]: yn compuesto fluorescente (fluordforo) o quimioluminiscente (cromoforo), tal como
isotiocianato de fluoresceina, rodamina o luciferina; una enzima, tal como fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o
peroxidasa de rabano picante; un agente de obtencién de imagenes; o un ion metalico. El marcador detectable
también puede ser detectable indirectamente, por ejemplo, usando un anticuerpo secundario.

El término “epitopo™, tal como se usa cominmente, significa un sitio de unién de anticuerpo, tipicamente un
segmento polipeptidico, en un antigeno que es reconocido especificamente por el anticuerpo. Como se usa en la
presente memoria, “epitopo” también puede referirse a las secuencias de aminoacidos o parte de las mismas
identificadas en A-beta usando el método de coordenadas colectivas descrito. Por ejemplo, un anticuerpo generado
contra un péptido aislado correspondiente a un compuesto ciclico que comprende la regién diana identificada
(HHQK Id. de sec. n.®:7), reconoce parte o la totalidad de dicha secuencia de epitopos. Un epitopo es “accesible”
en el contexto de la presente especificacion cuando es accesible para su unién mediante un anticuerpo.

El término “mayor afinidad” como se usa en la presente memoria se refiere a un grado relativo de unién de anticuerpo donde
un anticuerpo X se une a la diana Y con mas fuerza (Kon} y/0 con una constante de disociacion menor (Kot) que a la diana
Z, y en este contexto, el anticuerpo X tiene una mayor afinidad por la diana Y que por Z. Asimismo, el término “menor
afinidad” en la presente memoria se refiere a un grado de unién del anticuerpo donde un anticuerpo X se une a la diana Y
con menos fuerza y/o con una constante de disociacién mayor que a la diana Z, y en este contexto el anticuerpo X tiene una
menor afinidad por el objetivo Y que por Z. La afinidad de unién entre un anticuerpo y su antigeno objetivo se puede expresar
como Ka igual a 1/Kp donde Kp es igual para kon /ket. LOS valores de kon ¥ kot S€ pueden medir usando tecnologia de
resonancia de plasmoén superficial, por ejemplo usando un sistema de deteccién de afinidad molecular (MASS-1) (Sierra
Sensors GmbH, Hamburgo, Alemania). Un anticuerpo que es selectivo para una conformacién presentada en un compuesto
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ciclico opcional, un péptido ciclico, por ejemplo, tiene una mayor afinidad por el compuesto ciclico (por ejemplo, péptido
ciclico} en comparacién con una secuencia correspondiente en forma lineal (por ejemplo, la secuencia no ciclada).

La expresién “compuesto lineal correspondiente” con respecto a un compuesto ciclico se refiere a un compuesto,
opcionalmente un péptido, que comprende 0 consiste en la misma secuencia o restos quimicos que el compuesto ciclico
pero en forma lineal (es decir, no ciclado), por ejemplo que tiene propiedades que estarian presentes en la solucion de
un péptido lineal. Por ejemplo, el compuesto lineal correspondiente puede ser el péptido sintetizado que no esta ciclado.

Como se usa en la presente memoria, “se une especificamente™ en referencia a un anticuerpo significa que el anticuerpo
reconoce una secuencia de epitopo y se une a su antigeno diana con una afinidad minima. Por ejemplo, un anticuerpo
multivalente se une a su diana con una Kp de al menos 1e-6, al menos 1e-7, al menos 1e-8, al menos 1e-9 o al menos 1e-
10. Pueden preferirse afinidades superiores a al menos 1e-8. Por ejemplo, la Ko puede estar en el intervalo nanomolar o
picomolar. Un fragmento de unién a antigeno, tal como un fragmento Fab que comprende un dominio variable, puede unirse
a su diana con una afinidad 10 o 100 veces menor que una interaccion multivalente con un anticuerpo no fragmentado.

El término “se une selectivamente” como se usa en la presente memoria con respecto a un anticuerpo que se une
selectivamente a una forma de A-beta (por ejemplo, fibrilla, monémero u oligbmero) o un compuesto ciclico significa que el
anticuerpo se une a la forma con al menos 2 veces, al menos 3 veces, 0 al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos
100 veces, al menos 250 veces, al menos 500 veces o0 al menos 1000 veces 0 mas mayor afinidad. Por consiguiente, un
anticuerpo que es mas selectivo para una conformacion particular (por ejemplo, oligdbmero) se une preferentemente a la
forma particular de A-beta con al menos 2 veces mas afinidad, etc., en comparacion con otra forma y/o un péptido lineal.

El término “animal” o “sujeto”, tal como se usa en la presente memoria, incluye a todos los miembros del reino animal,
incluidos los mamiferos, incluyendo o excluyendo opcionalmente a los seres humanos.

Una “sustitucién conservadora de aminoacidos”, como se usa en la presente descripcién, es una en la que un residuo de
aminoacido se reemplaza por otro residuo de aminoacido sin eliminar las propiedades deseadas de la proteina. Se pueden
realizar sustituciones de aminoacidos conservadoras adecuadas sustituyendo entre si aminoacidos con hidrofobicidad,
polaridad y longitud de cadena R similares. Los ejemplos de sustitucién conservadora de aminoacidos incluyen:

Sustituciones conservadoras
Tipo de aminoé&cido Aminoacidos sustituibles
Hidrofilos Ala, Pro, Gly, Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Thr
Sulfhidrilo Cys
Alifaticos Val, lle, Leu, Met
Basicos Lys, Arg, Su
Aromaticos Phe, Tyr, Trp

El término “identidad de secuencia” como se usa en la presente memoria se refiere al porcentaje de identidad de secuencia
entre dos secuencias de polipéptidos o dos secuencias de acidos nucleicos. Para determinar el porcentaje de identidad de
dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acidos nucleicos, las secuencias se alinean para fines de
comparacién optima (por ejemplo, se pueden introducir espacios en la secuencia de un primer aminoacido o secuencia de
acido nucleico para un alineamiento 6ptimo con una segunda secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos). Luego se
comparan los residuos de aminoacidos 0 nucleétidos en las posiciones de aminoacidos o posiciones de nuclettidos
correspondientes. Cuando una posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o
nucleotido que la posicion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicién.
El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias (es decir, % de identidad = nimero de posiciones idénticas superpuestas/nimero total de posiciones multiplicado
por 100 %). En una realizacion, las dos secuencias tienen la misma longitud. La determinacién del porcentaje de identidad
entre dos secuencias también se puede lograr usando un algoritmo matematico. Un ejemplo preferido, no limitativo, de un
algoritmo matematico utilizado para la comparacién de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 87:2264-2268, modificado como en Karlin y Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873-5877.
Un algoritmo de este tipo se incorpora a los programas NBLAST y XBLAST de Altschul y col., 1990, J. Mol. Biol. 215:403.
Las busquedas de nucledtidos BLAST se pueden realizar con los parametros del programa de nucleétidos NBLAST
establecidos, por ejemplo, para puntuacién = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de nucleétidos
homologas a las moléculas de acido nucleico de la presente solicitud. Las busquedas de proteinas BLAST se pueden realizar
con los parametros del programa XBLAST establecidos, por ejemplo, en puntuacién -50, longitud de palabra = 3 para obtener
secuencias de aminoacidos homélogas a una molécula de proteina descrita en la presente memoria. Para obtener
alineamientos con espacios con fines de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST como se describe en Altschul y col.,
1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. Alternativamente, se puede usar PSI-BLAST para realizar una busqueda iterada
que detecta relaciones distantes entre moléculas (Id.). Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-
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Blast, se pueden utilizar los parametros predeterminados de los respectivos programas (por ejemplo, de XBLAST y NBLAST)
(véase, por ejemplo, el sitio web del NCBI). Otro ejemplo no limitativo preferido de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacién de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, 1988, CABIOS 4:11-17. Dicho algoritmo esté incorporado en
el programa ALIGN (version 2.0), que forma parte del paquete de software de alineacion de secuencias GCG. Cuando se
utiliza el programa ALIGN para comparar secuencias de aminoacidos, se puede usar una tabla de residuos de peso
PAM120, una penalizacién de longitud de espacio de 12 y una penalizacién de espacio de 4. El porcentaje de identidad
entre dos secuencias se puede determinar usando técnicas similares a las descritas anteriormente, permitiendo o sin
espacios. Al calcular el porcentaje de identidad, normalmente s6lo se cuentan las coincidencias exactas.

Para los anticuerpos, las identidades de secuencia porcentuales se pueden determinar cuando las secuencias de
anticuerpos se alinean al maximo mediante IMGT u otro (por ejemplo, convencién de numeracién de Kabat).
Después del alineamiento, si una regién del anticuerpo sujeto (por ejemplo, toda la regién variable madura de una
cadena pesada o ligera) se compara con la misma regién de un anticuerpo de referencia, el porcentaje de identidad
de secuencia entre las regiones del anticuerpo sujeto y de referencia es el nimero de posiciones ocupadas por el
mismo aminodcido en la regién del anticuerpo sujeto y de referencia divididas por el nimero total de posiciones
alineadas de las dos regiones, sin contar los espacios, multiplicadas por 100 para convertirlas en porcentaje.

La expresion “secuencia de &cido nucleico”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una secuencia de
monoémeros de nucledsidos o nucledtidos que consiste en bases, azlicares y enlaces entre azlcares (cadena principal) de
origen natural. La expresién también incluye secuencias modificadas o sustituidas que comprenden monémeros de origen
no natural o porciones de estos. Las secuencias de acido nucleico de la presente solicitud pueden ser secuencias de acido
desoxirribonucleico (ADN) o secuencias de acido ribonucleico (ARN) y pueden incluir bases de origen natural que incluyen
adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo. Las secuencias también pueden contener bases modificadas. Los ejemplos de
tales bases modificadas incluyen aza y deaza adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo; y xantina e hipoxantina. El &cido
nucleico puede ser bicatenario 0 monocatenario y representa la cadena sentido o antisentido. Ademas, el término “acido
nucleico” incluye las secuencias de acidos nucleicos complementarias asi como codones optimizados o equivalentes de
codones sinénimos. La expresién “secuencias de acido nucleico aislado” como se usa en la presente descripcion se refiere
a un acido nucleico sustancialmente libre de material celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas de
ADN recombinante, o precursores quimicos, u otros productos quimicos cuando se sintetizan quimicamente. Un &cido
nucleico aislado también esta sustancialmente libre de secuencias que flanquean naturalmente el &cido nucleico (es decir,
secuencias ubicadas en los extremos 5' y 3' del &cido nucleico) del que se deriva el &cido nucleico.

“Unido operativamente” pretende significar que el acido nucleico esta unido a secuencias reguladoras de una
manera que permite la expresion del acido nucleico. Las secuencias reguladoras adecuadas pueden derivarse de
una variedad de fuentes, incluidos genes bacterianos, fungicos, virales, de mamiferos o de insectos. La seleccion
de secuencias reguladoras apropiadas depende de la célula huésped elegida y puede ser realizada facilmente por
un experto en la técnica. Los ejemplos de tales secuencias reguladoras incluyen: un promotor y potenciador
transcripcional o una secuencia de union a ARN polimerasa, una secuencia de unién ribosémica, que incluye una
sefial de inicio de traduccién. Ademas, dependiendo de la célula huésped elegida y del vector empleado, se pueden
incorporar al vector de expresion otras secuencias, tales como un origen de replicacion, sitios de restriccién de ADN
adicionales, potenciadores y secuencias que confieren inducibilidad de la transcripcion.

El término “vector”, como se usa en la presente memoria, comprende cualquier vehiculo intermediario para una molécula
de acido nucleico que permite que dicha molécula de acido nucleico, por ejemplo, se introduzca en células procaridticas
y/o eucariotas y/o se integre en un genoma, e incluye plasmidos, fagémidos, bacteriéfagos o vectores virales tales como
vectores basados en retrovirales, vectores virales adenoasociados y similares. El término “plasmido”, tal como se usa en
la presente memoria, generalmente se refiere a una construccién de material genético extracromosémico, normalmente
un duplex de ADN circular, que puede replicarse independientemente del ADN cromosémico.

Por “condiciones de hibridacion al menos moderadamente estrictas” se entiende que se seleccionan condiciones que
promueven la hibridacién selectiva entre dos moléculas de acido nucleico complementarias en solucion. La hibridacién
puede ocurrir con toda o una porcién de una molécula de secuencia de acido nucleico. La porcién de hibridacién
normalmente tiene al menos 15 (por ejemplo, 20, 25, 30, 40 o 50) nucleétidos de longitud. Los expertos en la técnica
reconoceran que la estabilidad de un duplex de acido nucleico, o hibridos, esta determinada por la Tm, que en los
tampones que contienen sodio es funcién de la concentraciéon y la temperatura del ion sodio (Tm = 81,5 °C -16,6 (Log10
[Na+]) + 0,41(%(G+C) -600/1), o ecuacién similar). Por consiguiente, los parametros en las condiciones de lavado que
determinan la estabilidad del hibrido son la concentracién y la temperatura del ion de sodio. Para identificar moléculas
que son similares, pero no idénticas, a una molécula de acido nucleico conocida, se puede suponer que una falta de
coincidencia del 1 % da como resultado una disminucién de aproximadamente 1 °C en la Tm, por ejemplo si se buscan
moléculas de acido nucleico que tengan una > 95 % de identidad, la temperatura de lavado final se reducira en
aproximadamente 5 °C. Basandose en estas consideraciones, los expertos en la técnica podran seleccionar facimente
las condiciones de hibridacién apropiadas. En realizaciones preferidas, se seleccionan condiciones de hibridacion
estrictas. A modo de ejemplo, se pueden emplear las siguientes condiciones para lograr una hibridacién rigurosa:
hibridacion a 5x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC)/solucién de Denhardt 5x/SDS al 1,0 % a Tm - 5 °C basandose en
la ecuacion anterior, seguido de un lavado de 0,2x SSC/0,1 % SDS a 60 °C. Las condiciones de hibridacion
moderadamente estrictas incluyen una etapa de lavado en SSC 3x a 42 °C. Se entiende, sin embargo, que se pueden
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lograr rigurosidades equivalentes usando tampones, sales y temperaturas alternativas. Puede encontrar orientacion
adicional sobre las condiciones de hibridacién en: Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 2002,
y en: Sambrook y col., Molecular Cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

El término “tratar” o “tratamiento”, como se usa en la presente descripcién y como se entiende en la técnica, significa
un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados, o que incluye los resultados clinicos. Los resultados
clinicos beneficiosos o deseados pueden incluir, pero no se limitan a, el alivio o mejora de uno o méas sintomas o
afecciones, la disminucién de la extension de la enfermedad, la estabilizacién (es decir, no empeoramiento) del estado
de la enfermedad, la prevenciéon de la propagacion de la enfermedad, el retardo o desaceleracién de la progresién de
la enfermedad, la mejoria o paliacién del estado de la enfermedad, la disminucién de la recurrencia de la enfermedad
y la remisién (ya sea parcial o total), ya sea detectable o indetectable. “Tratar” y “tratamiento” también puede significar
prolongar la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. “Tratar” y
“tratamiento”, como se usan en la presente descripcion, también incluyen el tratamiento profilactico. Por ejemplo, un
sujeto con EA en etapa temprana puede tratarse para prevenir la progresién con un compuesto, anticuerpo,
inmunoégeno, acido nucleico o composicidén descritos en la presente memoria para prevenir la progresion.

El término “administrado™, tal como se usa en la presente memoria, significa la administracién de una dosis terapéuticamente
eficaz de un compuesto o composicién de la descripcion a una célula o sujeto.

Como se usa en la presente memoria, la frase “cantidad eficaz” significa una cantidad eficaz, en las dosis y durante
los periodos de tiempo necesarios para lograr un resultado deseado. Las cantidades eficaces cuando se administran
a un sujeto pueden variar segln factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del
sujeto. El régimen de dosificacion puede ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa que el portador, diluyente o excipiente es compatible con los
otros componentes de la formulacién y no es sustancialmente perjudicial para el receptor de la misma.

Las composiciones o métodos “que comprenden” o “incluyen” uno o mas elementos enumerados pueden incluir otros
elementos no mencionados especificamente. Por ejemplo, una composicién que “comprende” o “incluye” un
anticuerpo puede contener el anticuerpo solo 0 en combinacién con otros ingredientes.

Para comprender el alcance de la presente descripcion, el término “que consiste” y sus derivados, como se usa en
la presente memoria, pretenden ser términos cerrados que especifiquen la presencia de las caracteristicas,
elementos, componentes, grupos, numeros enteros y/o etapas indicados, y también excluyan la presencia de otras
caracteristicas, elementos, componentes, grupos, numeros enteros y/o etapas no indicados.

La enumeracién de intervalos numéricos por puntos finales en la presente descripcion incluye todos los nimeros y
fracciones subsumidos dentro de ese intervalo (por ejemplo, 1 a 5incluye 1, 1,5, 2, 2,75, 3, 3,90, 4 y 5). También debe
entenderse que se supone que todos los nimeros y fracciones de estos estan modificados por el término “alrededor
de”. Ademas, debe entenderse que “un/a”, “uno” y “el/la” incluyen referentes plurales a menos que el contenido dicte
claramente lo contrario. El término “aproximadamente” significa mas o menos del 0,1 al 50 %, del 5 al 50 %, o del 10
al 40 %, preferiblemente del 10 al 20 %, mas preferiblemente del 10 % o el 15 %, del nimero al que se hace referencia.

Ademas, se pretende que las definiciones y realizaciones descritas en secciones particulares sean aplicables a
otras realizaciones descritas en la presente descripcién para las que son adecuadas, como entenderia un experto
en la técnica. Por ejemplo, en los siguientes pasajes, se definen con mas detalle diferentes aspectos de la invencién.
Cada aspecto asi definido puede combinarse con cualquier otro aspecto o0 aspectos a menos que se indique
claramente lo contrario. En particular, cualquier caracteristica indicada como preferida o ventajosa puede
combinarse con cualquier otra caracteristica o caracteristicas indicadas como preferidas o ventajosas.

Las formas singulares de los articulos “un/o”, “una” y “el/la” incluyen referencias plurales a menos que el contexto
dicte claramente lo contrario. Por ejemplo, el término “un compuesto” o “al menos un compuesto” puede incluir una
pluralidad de compuestos, incluidas mezclas de los mismos.

Il. Anticuerpos y acidos nucleicos
En la presente memoria se describen anticuerpos particulares y sus usos.

Como se demostré en los ejemplos, los anticuerpos obtenidos usando ciclo(CGHHQKG) (Id. de sec. n.®: 12) se
secuenciaron, unieron selectivamente el compuesto ciclico en relacion con el péptido lineal correspondiente,
unieron selectivamente el oligdmero A-beta en lugar del monémero, y/o carecieron de tincion apreciable de la placa
en el tejido de la EA. Ademas, dicho anticuerpo fue capaz de inhibir la propagacion in vitro de la agregacion A-beta.

Por consiguiente, un aspecto incluye un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena ligera y una regién
variable de cadena pesada, en donde la regién variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos
como se establece en la Id. de sec. n.% 46; la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de
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aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.®: 66; y el anticuerpo humanizado se une a los oligobmeros beta
amiloides.

Por ejemplo, el anticuerpo carece de unién a un péptido lineal que comprende la secuencia HHQK (Id. de sec. n.®: 7},
opcionalmente en donde la secuencia del péptido lineal es una version lineal de una secuencia ciclica usada para
generar el anticuerpo, opcionalmente en las condiciones descritas en los ejemplos.

Por ejemplo, el anticuerpo se une especificamente a un epitopo en A-beta como estd presente in vivo,
comprendiendo o consistiendo el epitopo en HHQK (Id. de sec. n.®: 7}, o una parte del mismo.

Por ejemplo, el anticuerpo no se une especificamente y/o no es selectivo para péptidos lineales que consisten en
HHQK (Id. de sec. n.°: 7). La unién selectiva se puede medir usando un ELISA o medicién de resonancia de plasmoén
superficial, como se describe en la presente memoria.

Por ejemplo, el anticuerpo se une selectivamente a un compuesto ciclico que comprende HHQK (Id. de sec. n.®: 7)
0 una parte del mismo, opcionalmente en el contexto de ciclo (CGHHQKG) (Id. de sec. n.°: 12) con respecto a un
péptido lineal que comprende HHQK (Id. de sec. n.°: 12). NO: 7), opcionalmente en el contexto de CGHHQKG lineal
(Id. de sec. n.® 12). Por ejemplo, en una realizacion, el anticuerpo se une selectivamente a HHQK (Id. de sec. n.*
7) en una conformacién ciclica y tiene al menos 2 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 20 veces,
al menos 30 veces, al menos 40 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces, al menos 500 veces, al menos
1000 veces mas selectividad para HHQK (Id. de sec. n.° 7) en la conformacion ciclica en comparacién con la HHQK
(Id. de sec. n.° 7) en un compuesto lineal, tal como un compuesto lineal correspondiente, por ejemplo, medido por
ELISA o resonancia de plasmén superficial, opcionalmente utilizando un método descrito en la presente memoria.

Por ejemplo, el anticuerpo se une selectivamente a un compuesto ciclico que comprende la secuencia del epitopo
con respecto al péptido lineal o una especie de A-beta tal como el oligbmero A-beta con respecto al monémero. En
una realizacién, la selectividad es al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al
menos 20 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces. veces, al menos
500 veces, al menos 1000 veces mas selectivo para el compuesto ciclico y/o oligédmero A-beta sobre una especie
de A-beta seleccionada entre monoémero A-beta y/o fibrilla A-beta y/o HHQK lineal (Id. de sec. n.*: 7), opcionalmente
lineal CGHHQKG (Id. de sec. n.®: 12).

Por ejemplo, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. La produccion de monoclonales se describe en los ejemplos.

Para producir anticuerpos monoclonales, pueden recogerse células productoras de anticuerpos (linfocitos) de un
sujeto inmunizado con un inmunégeno descrito en la presente memoria, y fusionarlas con células de mieloma
mediante procedimientos estandar de fusién de células somaticas, inmortalizando asi estas células y produciendo
células de hibridoma. Tales técnicas son bien conocidas en la técnica (por ejemplo, la técnica del hibridoma
desarrollada originalmente por Kohler y Milstein (Nature 256:495-497 (1975)), asi como otras técnicas como la
técnica del hibridoma de células B humanas (Kozbor y col., Immunol.Today 4:72 (1983)), la técnica del hibridoma
del VEB para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole y col., Methods Enzymol, 121 : 140-67 (1986)), y
seleccion de bibliotecas combinatorias de anticuerpos (Huse y col., Science 246:1275 (1989)). Las células de
hibridoma pueden tamizarse inmunoquimicamente para la producciéon de anticuerpos especificamente reactivos
con los epitopos deseados y los anticuerpos monoclonales pueden aislarse.

También se pueden generar anticuerpos especificos, o fragmentos de anticuerpos, reactivos contra antigenos o moléculas
particulares, mediante la seleccion de bibliotecas de expresién que codifican genes de inmunoglobulinas, o porciones de los
mismos, expresados en bacterias con componentes de superficie celular. Por ejemplo, pueden expresarse fragmentos Fab
completos, regiones VH y regiones FV en bacterias usando bibliotecas de expresion en fagos (véase, por ejemplo, Ward y
col., Nature 41:544-546 (1989); Huse y col., Science 246:1275-1281 (1989); y McCafferty y col., Nature 348:552-554 (1990).

Como se demuestra en los Ejemplos, se describen anticuerpos humanizados especificos. La humanizacion de
anticuerpos de especies no humanas se ha descrito en la bibliografia. Véase, por ejemplo, el documento EP-B1 0 239400
y Carter & Merchant 1997 (Curr Opin Biotechnol 8, 449-454, 1997). Los anticuerpos humanizados también se obtienen
facilmente comercialmente (por ejemplo, Scotgen Limited, 2 Holly Road, Twickenham, Middlesex, Gran Bretaria).

Se pueden generar formas humanizadas de anticuerpos de roedores mediante injertos de CDR (Riechmann y col.
Nature, 332:323-327, 1988). En este enfoque, los seis bucles de CDR que comprenden el sitio de union al antigeno
del anticuerpo monoclonal de roedor se unen a las correspondientes regiones estructurales humanas. El injerto de
CDR a menudo produce anticuerpos con afinidad reducida, ya que los aminoacidos de las regiones estructurales
pueden influir en el reconocimiento del antigeno (Foote & Winter. J Mol Biol, 224: 487-499, 1992). Para mantener
la afinidad del anticuerpo, a menudo es necesario reemplazar determinados residuos estructurales mediante
mutagénesis dirigida u otras técnicas recombinantes y puede ser ayudado por el modelado por computadora del
sitio de unién al antigeno (Co y col. J Immunol, 152: 2968-2976, 1994).

También se puede utilizar el método descrito en los ejemplos.
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El método puede, por ejemplo, injertar la regién variable en una estructura humana y, por ejemplo, introducir
mutaciones especificas en la region variable fuera de las CDR.

Las formas humanizadas de anticuerpos se obtienen opcionalmente mediante rejuvenecimiento (Pedersen y col. J Mol
Biol, 235: 959-973, 1994). En este enfoque sblo se humanizan los residuos superficiales de un anticuerpo de roedor.

La descripcion también se refiere a un anticuerpo que compite por la unién a un péptido ciclico que tiene la
secuencia de la Id. de sec. n.% 12, y/o oligdmeros A-beta humanos opcionalmente A-beta humanos con un
anticuerpo descrito en la presente memoria.

El anticuerpo humanizado de la invencién comprende una regién variable de cadena pesada que comprende: una
secuencia de aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.°: 46; y una regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.°: 66.

En una realizacién, la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada esta codificada por una
secuencia de nuclettidos como se establece en la Id. de sec. n.®: 45; o un codén degenerado u versién optimizada
del mismo; y la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera codificada es mediante una secuencia
de nucledtidos como se establece en la Id. de sec. n.°: 65 o0 un codén degenerado u versién optimizada de la misma.

La region variable de cadena pesada comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos como se establece
en la Id. de sec. n.°: 46, y la regién variable de cadena ligera comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.°: 66.

Por ejemplo, el anticuerpo es un anticuerpo que compite por la unién a un péptido ciclico que tiene la secuencia de la
Id. de sec. n.” 12, y/o oligbmeros A-beta humanos con un anticuerpo que comprende la secuencia de cadena variable
de cadena pesada de la Id. de sec. n.®: 46. y la secuencia de la regién variable de cadena ligera de la Id. de sec. n.®:
66.

Por ejemplo, un anticuerpo descrito en la presente memoria comprende una regién constante que tiene i) una secuencia
de aminoacidos como se establece en la Id. de sec. n.® 70 y/o 72; ii} una secuencia de aminoacidos con al menos un
50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 % o al menos un 90 % de identidad de secuencia con una
cualquiera de las Id. de sec. n.%70 y/o 72; o iii} una secuencia de aminoacidos sustituida de forma conservadora i).

Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada esta codificada por una
secuencia de nucleotidos como se establece en la Id. de sec. n.® 69; o un codén degenerado u versién optimizada
del mismo; y/o el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos de la regién constante de la cadena ligera
codificada por una secuencia de nucleétidos como se establece en la Id. de sec. n.%71, o una version degenerada u
optimizada del codén del mismo.

Por ejemplo, el anticuerpo humanizado comprende las secuencias de VH2 VK5.

En una realizacién preferida de la invencién, dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 y/o un
fragmento de unién a anticuerpo, en donde dicho fragmento de unién a anticuerpo se selecciona entre Fab, Fab',
F(ab')2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, nanocuerpos, minicuerpos, diacuerpos y multimeros de los mismos,
preferiblemente en donde el fragmento de unién a anticuerpo es un fragmento Fab.

Por ejemplo, el anticuerpo humanizado es un fragmento Fab.
Por ejemplo, el fragmento Fab comprende VH2 VK5.

En una realizacién adicional de la invencién, el anticuerpo humanizado seguin la invenciéon comprende la secuencia
CH1 y/o CL o una parte de la misma de IgG4, preferiblemente en donde la secuencia CH1 y/o CL comprende la Id.
de sec. n.°: 70 o 72 o una parte del mismo, 0 una variante conservadora del mismo 0 una secuencia con al menos
el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 89 %, el 90 % o el 95 % de identidad de secuencia con la Id. de sec. n.°: 70 y/o 72,
preferiblemente en donde el anticuerpo comprende la Id. de sec. n.°: 70 y/o 72, y/o CH1 y CH2 de la Id. de sec. n.*
70 o una variante conservadora de cualquiera de los anteriores o una secuencia con al menos el 50 %, el 60 %, el
70 %, el 89 %, el 90 % 0 el 95 % de identidad de secuencia con cualquiera de los anteriores.

Por ejemplo, el anticuerpo comprende la porcidon CH1 y/o CL de IgG4 en la tabla 5, una variante conservadora de la misma
0 una secuencia con al menos el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 89 %, el 90 % o el 95 % de identidad de secuencia con la misma.
En una realizacién adicional, el anticuerpo comprende secuencias de la tabla 5 o una variante conservadora de la misma o
una secuencia con al menos el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 89 %, el 90 % o el 95 % de identidad de secuencia con la misma.
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Por ejemplo, el anticuerpo comprende una KD de al menos o aproximadamente 1 x 10-'%, al menos o aproximadamente
8 x 10", al menos o aproximadamente 6 x 10-'", al menos o aproximadamente 4 x 10! 0 al menos o aproximadamente
2 x 10" para el péptido ciclico con secuencia de la Id. de sec. n.*: 12.

Los anticuerpos humanos especificos de un antigeno particular pueden identificarse mediante una estrategia de
presentacion en fagos (Jespers y col. Bio/Technology, 12: 899-903, 1994). En un enfoque, la cadena pesada de un
anticuerpo de roedor dirigido contra un antigeno especifico se clona y se empareja con un repertorio de cadenas
ligeras humanas para su presentacion como fragmentos Fab en fagos filamentosos. El fago se selecciona
uniéndose al antigeno. La cadena ligera humana seleccionada se empareja posteriormente con un repertorio de
cadenas pesadas humanas para su presentacion en fagos, y el fago se selecciona nuevamente uniéndose al
antigeno. El resultado es un fragmento Fab de anticuerpo humano especifico para un antigeno particular. En otro
enfoque, se producen bibliotecas de fagos donde los miembros presentan diferentes fragmentos de anticuerpos
humanos (Fab o Fv) en sus superficies externas (Dower y col., WO 91/17271 y McCafferty y col., WO 92/01047).
Los fagos que presentan anticuerpos con una especificidad deseada se seleccionan mediante enriquecimiento por
afinidad con un antigeno especifico. El fragmento Fab o Fv humano identificado mediante cualquiera de los métodos
se puede reclonar para su expresién como un anticuerpo humano en células de mamifero.

Los anticuerpos humanos se obtienen opcionalmente de animales transgénicos (patentes estadounidenses n.°s
6.150.584; 6.114.598; y 5.770.429). En este enfoque, se elimina el gen de la regién de union de la cadena pesada
(JH) en un ratén mutante quimérico o de linea germinal. Posteriormente se transfiere una matriz de genes de
inmunoglobulina de linea germinal humana a dichos ratones mutantes. El raton transgénico resultante es entonces
capaz de generar un repertorio completo de anticuerpos humanos tras la exposicién al antigeno.

Los anticuerpos humanizados normalmente se producen como fragmentos de unién a antigeno tales como Fab,
Fab' F(ab')2, Fd, Fv y fragmentos de anticuerpos de dominio Unico, 0 como anticuerpos de cadena Unica en los que
las cadenas pesada y ligera estan unidas por un espaciador. Ademas, los anticuerpos humanos o humanizados
pueden existir en forma monomérica o polimérica. El anticuerpo humanizado comprende opcionalmente una cadena
no humana y una cadena humanizada (es decir, una cadena pesada o ligera humanizada).

Los anticuerpos que incluyen anticuerpos humanizados o humanos se seleccionan de cualquier clase de
inmunoglobulinas que incluyen: IgM, IgG, IgD, IgA o IgE; y cualquier isotipo, incluyendo: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4.
El anticuerpo humanizado o humano puede incluir secuencias de uno o mas de un isotipo o clase.

Ademas, los anticuerpos especificos para los epitopos descritos en la presente memoria se aislan facilmente
mediante la deteccién de bibliotecas de presentacion en fagos de anticuerpos. Por ejemplo, opcionalmente se
selecciona una biblioteca de fagos de anticuerpos usando un epitopo especifico de la enfermedad de la presente
invencién para identificar fragmentos de anticuerpos especificos para el epitopo especifico de la enfermedad. Los
fragmentos de anticuerpos identificados se usan opcionalmente para producir una variedad de anticuerpos
recombinantes que son Utiles con diferentes realizaciones de la presente invencién. Las bibliotecas de presentacion
en fagos de anticuerpos estan disponibles comercialmente, por ejemplo, a través de Xoma (Berkeley, California).
Los métodos para seleccionar bibliotecas de fagos de anticuerpos son bien conocidos en la técnica.

En una realizacion preferida de la invencion, los anticuerpos aqui descritos pueden ser anticuerpos de cadena
sencilla. Los anticuerpos humanizados descritos también son, en una realizacién, anticuerpos de cadena sencilla.

La descripcion también se refiere a anticuerpos que compiten por la unién a un péptido ciclico que tiene la secuencia de
la Id. de sec. n.” 12, y/o oligbmeros A-beta humanos con un anticuerpo que comprende las secuencias de CDR como
se indica en la tabla 2, o que comprende una secuencia como se proporciona. en cualquiera de las tablas 3, 4A, 4B y 8.

La competencia entre anticuerpos se puede determinar, por ejemplo, usando un ensayo en el que se evalla la capacidad
de un anticuerpo bajo prueba para inhibir la unién especifica de un anticuerpo de referencia al antigeno comin. Un
anticuerpo de prueba compite con un anticuerpo de referencia si un exceso de un anticuerpo de prueba (por ejemplo, al
menos 2 veces, 5 veces, 10 veces o0 20 veces) inhibe la union del anticuerpo de referencia en al menos un 50 %, al
menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % medido en un ensayo de unién competitiva.

Por ejemplo, se aisla el anticuerpo. En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo exégeno.

Por ejemplo, el anticuerpo no se une a A-beta monomérico, por ejemplo en las condiciones descritas en los
ejemplos. En una realizacién, el anticuerpo no se une a A-beta en placas seniles, por ejemplo in situ en tejido
cerebral con EA, por ejemplo en las condiciones descritas en los ejemplos.

Por ejemplo, el anticuerpo no se une selectivamente al A-beta monomérico en comparacién con el A-beta
oligomérico nativo o sintético.

Por ejemplo, el oligémero A-beta comprende subunidades A-beta 1-42.
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Por ejemplo, el anticuerpo carece de tincién de placa de fibrillas A-beta (también denominada placa senil), medida
por ejemplo mediante inmunohistoquimica. La ausencia de tincion de placa se puede evaluar comparandola con un
control positivo como los anticuerpos A-beta especificos 6E10 y 4G8 (Biolegend, San Diego, CA) o 2C8 (Enzo Life
Sciences Inc., Farmingdale, NY)} y un control de isotipo. Un anticuerpo descrito en la presente memoria carece o
tiene una tincion de placa de fibrillas A-beta insignificante si el anticuerpo no muestra una tincion de morfologia de
placa tipica y el nivel de tincion es comparable o0 no mas de 2 veces el nivel observado con un control de isotipo
negativo de IgG. La escala puede, por ejemplo, establecer el nivel de tincién con control de isotipo en 1y con 6E10
en 10. Un anticuerpo carece de tincion de placa de fibrillas A-beta si el nivel de tincién en dicha escala es 2 o
menos. En una realizacién, el anticuerpo muestra una tincion minima de la placa de fibrillas A-beta, por ejemplo,
en la escala anterior, niveles puntuados en menos de aproximadamente 0 menos de 3.

Un aspecto adicional es un anticuerpo segun la invencion conjugado con un marcador detectable o agente
citotoxico. En una realizacion, el marcador detectable es un radionucleido emisor de positrones. Se puede utilizar
un radionucleido emisor de positrones, por ejemplo, en la obtencion de imagenes PET.

La descripcion también se refiere a un complejo de anticuerpos que comprende un anticuerpo descrito en la
presente memoria y/o un fragmento de unién del mismo y A-beta oligomérico.

Un aspecto adicional es un &cido nucleico aislado que codifica un anticuerpo descrito en la presente memoria.

También se proporcionan acidos nucleicos que codifican una cadena pesada o una cadena ligera o partes de las
mismas, por ejemplo, que codifican cadenas variables descritas en la presente memoria y versiones optimizadas con
codones y degeneradas con codones de 10s mismos.

La presente descripcién también se refiere a variantes de las secuencias de acido nucleico que codifican el anticuerpo y/o
fragmento de unién del mismo descrito en la presente memoria. Por ejemplo, las variantes incluyen secuencias de
nucleotidos que se hibridan con las secuencias de acido nucleico que codifican el anticuerpo y/o el fragmento de unién del
mismo descrito en la presente memoria bajo condiciones de hibridacién al menos moderadamente estrictas o secuencias
de codén degeneradas u optimizadas. En otra realizacion, las secuencias de acido nucleico variantes tienen al menos al
menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, lo mas preferiblemente al menos el 80 %, incluso mas preferiblemente
al menos el 90 % e incluso lo mas preferiblemente al menos el 95 % de identidad de secuencia con secuencias de acido
nucleico que codifican cualquiera de las cadenas variables descritas en la presente memoria.

Un aspecto adicional es un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo descrito en la presente memoria, por
ejemplo los &cidos nucleicos mostrados en las Id. de sec. n.°: 45 y 65.

En una realizacion preferida, dicho acido nucleico estéd comprendido en un vector. Por ejemplo, el vector es un vector aislado.

El vector puede ser cualquier vector, incluidos vectores adecuados para producir un anticuerpo y/o unir un
fragmento del mismo o expresar una secuencia peptidica descrita en la presente memoria.

Las moléculas de acido nucleico pueden incorporarse de manera conocida en un vector de expresion apropiado que
garantice la expresion de la proteina. Los posibles vectores de expresion incluyen, entre otros, cosmidos, plasmidos
o virus modificados (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados de replicacion defectuosa). El vector
debe ser compatible con la célula huésped utilizada. Los vectores de expresion son “adecuados para la transformacién
de una célula huésped”, lo que significa que los vectores de expresion contienen una molécula de acido nucleico que
codifica los péptidos correspondientes a los epitopos o anticuerpos descritos en la presente memoria.

Por ejemplo, el vector es adecuado para expresar, por ejemplo, anticuerpos de cadena sencilla mediante terapia génica. El
vector puede adaptarse para expresion especifica en tejido neural, por ejemplo usando promotores especificos neurales y
similares. En una realizacién, el vector comprende un IRES y permite la expresién de una regién variable de cadena ligera
y una regién variable de cadena pesada. Dichos vectores pueden usarse para administrar anticuerpos in vivo.

Las secuencias reguladoras adecuadas pueden derivarse de una variedad de fuentes, incluidos genes bacterianos,
fungicos, virales, de mamiferos o de insectos.

Los ejemplos de tales secuencias reguladoras incluyen: un promotor y potenciador transcripcional o una secuencia
de unién a ARN polimerasa, una secuencia de unién ribosémica, que incluye una sefial de inicio de traduccion.
Ademas, dependiendo de la célula huésped elegida y del vector empleado, se pueden incorporar al vector de
expresion otras secuencias, tales como un origen de replicacién, sitios de restriccion de ADN adicionales,
potenciadores y secuencias que confieren inducibilidad de la transcripcion.

Por ejemplo, las secuencias reguladoras dirigen o aumentan la expresién en tejido y/o células neurales.

Por ejemplo, el vector es un vector viral.
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Los vectores de expresion recombinantes también pueden contener un gen marcador que facilita la seleccién de
células huésped transformadas, infectadas o transfectadas con un vector para expresar un anticuerpo o péptido
epitopo descrito en la presente memoria.

Los vectores de expresion recombinantes también pueden contener casetes de expresién que codifican un resto de
fusién (es decir, una “proteina de fusiébn™) que proporciona una mayor expresion o estabilidad del péptido
recombinante; solubilidad aumentada del péptido recombinante; y ayudar en la purificaciéon del péptido recombinante
diana actuando como ligando en la purificacién por afinidad, incluyendo, por ejemplo, etiquetas y marcadores descritos
en la presente memoria. Ademas, se puede afiadir un sitio de escisidén proteolitica a la proteina recombinante diana
para permitir la separacion de la proteina recombinante del resto de fusion después de la purificacion de la proteina
de fusion. Los vectores de expresion de fusion tipicos incluyen pGEX (Amrad Corp., Melbourne, Australia), pMAL (New
England Biolabs, Beverly, MA} y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que fusionan glutation S-transferasa (GST),
proteina de unién a maltosa E, o proteina A, respectivamente, a la proteina recombinante.

Los sistemas para la transferencia de genes, por ejemplo a neuronas y tejido neural tanto in vitro como in vivo,
incluyen vectores basados en virus, mas notablemente virus del herpes simple, adenovirus, virus adenoasociado
(AAV) y retrovirus, incluidos lentivirus. Los enfoques alternativos para la administracién de genes incluyen el uso
de ADN plasmidico desnudo, asi como complejos de ADN-liposoma. Otro enfoque es el uso de plasmidos AAV en
los que el ADN se condensa con policationes y los lipidos quedan atrapados y se introducen en el cerebro mediante
la administracion intracerebral de genes (Leone y col. solicitud estadounidense n.? 2002076394).

Por consiguiente, la descripcién también se refiere a los compuestos, inmunédgenos, acidos nucleicos, vectores y
anticuerpos descritos en la presente memoria formulados en vesiculas tales como liposomas, nanoparticulas y
particulas de proteinas virales, por ejemplo, para la administraciéon de anticuerpos, compuestos, inmunégenos y
acidos nucleicos descritos en la presente memoria. En particular, se pueden usar vesiculas de polimeros sintéticos,
incluidos polimerosomas, para administrar anticuerpos.

También se proporciona en otro aspecto una célula, opcionalmente una célula aislada y/o recombinante, que
expresa un anticuerpo descrito en la presente memoria.

La célula recombinante se puede generar usando cualquier célula adecuada para producir un polipéptido, por
ejemplo adecuada para producir un anticuerpo y/o un fragmento de unién del mismo. Por ejemplo, para introducir
un acido nucleico (por ejemplo, un vector) en una célula, la célula puede transfectarse, transformarse o infectarse,
dependiendo del vector empleado.

Las células huésped adecuadas incluyen una amplia variedad de células huésped procariotas y eucariotas. Por
ejemplo, las proteinas descritas en la presente memoria pueden expresarse en células bacterianas tales como E.
coli, células de insecto (usando baculovirus), células de levadura o células de mamifero.

Por ejemplo, la célula es una célula eucariota seleccionada de una célula de levadura, planta, gusano, insecto, ave,
pez, reptil y mamifero.

Por ejemplo, la célula de mamifero es una célula de mieloma, una célula de bazo o una célula de hibridoma.
Por ejemplo, la célula es una célula neural.

Las células huésped de levadura y hongos adecuadas para expresar un anticuerpo o péptido incluyen, entre otras,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, los géneros Pichia o Kluyveromyces y diversas especies
del género Aspergillus. Los ejemplos de vectores para expresién en levadura S. cerivisiae incluyen pYepSeci,
pMFa, pJRY88 y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Los protocolos para la transformacion de
levaduras y hongos son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Las células de mamifero que pueden ser adecuadas incluyen, entre otras: COS (por ejemplo, ATCC No. CRL 1650
0 1651), BHK (por ejemplo, ATCC No. CRL 6281), CHO (ATCC No. CCL 61), HelLa (por ejemplo, ATCC No. CCL
2), 293 (ATCC No. 1573) y células NS-1. Los vectores de expresion adecuados para dirigir la expresién en células
de mamiferos generalmente incluyen un promotor (por ejemplo, derivado de material viral tal como polioma,
adenovirus 2, citomegalovirus y virus de simio 40), asi como otras secuencias de control transcripcional y
traduccional. Los ejemplos de vectores de expresién de mamiferos incluyen pCDM8 y pMT2PC.

Por ejemplo, la célula es una célula fusionada tal como una célula de hibridoma, produciendo la célula de hibridoma
un anticuerpo especifico y/o selectivo para un epitopo o secuencia de epitopo descrito en la presente memoria, que
incluye, por ejemplo, que se une selectivamente a oligdmeros A-beta sobre monémeros A-beta, se une
selectivamente a una secuencia de epitopo presentada en un compuesto ciclico con respecto a un compuesto lineal
0 carece o0 tiene una union a placa insignificante.

Ill. Composiciones
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Un aspecto adicional es una composicion que comprende el anticuerpo descrito en la presente memoria o el
inmunoconjugado segun la invencién y un diluyente.

Los diluyentes adecuados para acidos nucleicos incluyen, pero no se limitan a, agua, soluciones salinas y etanol.

Los diluyentes adecuados para polipéptidos, incluidos anticuerpos o fragmentos de los mismos y/o células incluyen,
entre otros, soluciones salinas, soluciones tamponadas de pH y soluciones de glicerol u otras soluciones adecuadas
para congelar polipéptidos y/o células.

Por ejemplo, la composicién es una composicion farmacéutica que comprende cualquiera de los anticuerpos, acidos
nucleicos o vectores descritos en la presente memoria, y que opcionalmente comprende un portador
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones descritas en la presente memoria se pueden preparar mediante métodos conocidos per se para
la preparacion de composiciones farmacéuticamente aceptables que se pueden administrar a sujetos,
opcionalmente como una vacuna, de tal modo que una cantidad eficaz de la sustancia activa se combine en una
mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas incluyen, sin limitacion, polvos liofilizados o soluciones o suspensiones
inyectables estériles acuosas 0 no acuosas, que pueden contener ademas antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos y solutos que hacen que las composiciones sean sustancialmente compatibles con los tejidos o la
sangre de un receptor previsto. Otros componentes que pueden estar presentes en tales composiciones incluyen
agua, tensioactivos (tales como Tween), alcoholes, polioles, glicerina y aceites vegetales, por ejemplo. Se pueden
preparar soluciones y suspensiones para inyeccion extemporanea a partir de polvos, granulos, tabletas o soluciones
0 suspensiones concentradas estériles. La composicion se puede suministrar, por ejemplo, pero sin limitaciéon, como
un polvo liofilizado que se reconstituye con agua estéril o solucién salina antes de su administracién al paciente.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los portadores
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen composiciones esencialmente quimicamente inertes y no
téxicas que no interfieren con la eficacia de la actividad biolégica de la composicién farmacéutica. Los ejemplos de
portadores farmacéuticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, soluciones salinas, soluciones de glicerol,
etanol, cloruro de N-(1(2,3-dioleiloxi)propil)N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), diolesilfosfotidil- etanolamina (DOPE) y
liposomas. Tales composiciones deben contener una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto, junto con
una cantidad adecuada de portador para proporcionar la forma para la administracién directa al paciente.

La composicién puede estar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable que incluye, sin limitacion, las
formadas con grupos amino libres tales como los derivados de los acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico,
tartarico, etc., y las formadas con grupos carboxilo libres. tales como los derivados de sodio, potasio, amonio, calcio,
hidréxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol,

En una realizacion, la composicion comprende un anticuerpo descrito en la presente memoria. Por ejemplo, la
composicion comprende un anticuerpo descrito en la presente memoria y un diluyente. Por ejemplo, la composicién
€s una composicion estéril.

La descripcion también se refiere a un complejo de anticuerpos que comprende un anticuerpo descrito en la
presente memoria y un oligbmero A-beta, opcionalmente A-beta. El complejo puede estar en solucién o
comprendido en un tejido, opcionalmente in vitro.

IV. Kits

La descripcién también se refiere a un kit que comprende i) un anticuerpo y/o un fragmento de unién del mismo, ii) un acido
nucleico de dicho anticuerpo o una parte del mismo, iii} una composicién que comprende un anticuerpo, acido nucleico o
célula descritos en la presente memoria o iv) un kit recombinante. célula descrita en la presente memoria, comprendida en
un vial tal como un vial estéril u otro alojamiento y opcionalmente un agente de referencia y/o instrucciones para su uso.

Por ejemplo, el kit comprende ademas uno o mas de un vial de recoleccién, un tampén convencional y un reactivo
de deteccion.

Por ejemplo, el kit es para diagnosticar o controlar la enfermedad de Alzheimer o una afeccién que involucre Abeta
oligomérico.

V. Métodos

La descripcién también se refiere a métodos para producir los anticuerpos descritos en la presente memoria.
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En particular, se describen métodos para preparar un anticuerpo descrito en la presente memoria selectivo para un
epitopo conformacional de HHQK (Id. de sec. n.®: 7) usando un anticuerpo descrito en la presente memoria,
comprendiendo el método administrar a un sujeto, opcionalmente un sujeto no humano, un compuesto ciclico que
comprende una secuencia de epitopo descrita en la presente memoria, y aislamiento de células productoras de
anticuerpos o anticuerpos que comprenden las CDR descritas en la presente memoria.

Por ejemplo, el método es para preparar un anticuerpo monoclonal usando, por ejemplo, un método como se
describe en la presente memoria.

Por ejemplo, se describe un método para producir un anticuerpo quimérico o un fragmento de unién del mismo,
comprendiendo el método usar tecnologia recombinante para subclonar un acido nucleico que codifica la regién variable de
un anticuerpo (pesado y/o ligero) descrito en la presente memoria en un vector que comprende un anticuerpo quimérico o
un fragmento de unién del mismo. acido que codifica un dominio constante de anticuerpo humano (por ejemplo, IgG1, 2, 3
6 4), opcionalmente con o sin la porcién Fc para producir un vector de anticuerpo quimérico; y expresar el vector de
anticuerpo quimérico en una célula; y aislar el anticuerpo. En una realizacion, la quimera es una quimera humana de raton.

Por ejemplo, el método es para producir un anticuerpo humanizado usando, por ejemplo, un método descrito en la
presente memoria. Por ejemplo, el método comprende preparar un intermedio quimérico. Las regiones variables del
intermedio quimérico se mutagenizan, por ejemplo, para introducir uno 0 mas cambios de aminoacidos fuera de las
regiones CDR. Por ejemplo, una o0 méas secuencias codificantes de CDR descritas en la presente memoria se insertan
en una estructura de anticuerpo humano.

Los anticuerpos producidos usando un compuesto ciclico se seleccionan como se describe en la presente memoria
y en los ejemplos tales. En una realizacion, el método comprende aislar anticuerpos que se unen especifica o
selectivamente al péptido ciclico sobre el péptido lineal, son especificos para la secuencia del epitopo, se unen
especificamente al oligdbmero y/o carecen o se unen de manera insignificante a la placa in situ y/o al péptido lineal
correspondiente, opcionalmente usando un método descrito en la presente memoria.

Se describe el uso del anticuerpo o inmunoconjugado para evaluar si una muestra biolégica comprende A-beta, el
método que comprende poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo descrito en la presente memoria
y/o detectar la presencia de cualquier complejo de anticuerpo. En una realizacién, el método es para detectar si
una muestra bioldgica comprende A-beta oligomérico.

Por ejemplo, el método comprende:

a. poner en contacto la muestra bioldgica con un anticuerpo descrito en la presente memoria que es especifico
y/o selectivo para el oligémero A-beta en la presente memoria en condiciones permisivas para producir un anticuerpo:
complejo de oligbmero A-beta; y

b. detectar la presencia de cualquier complejo;

en donde la presencia de complejo detectable es indicativa de que la muestra puede contener oligdmero A-beta.

Por ejemplo, el nivel de complejo formado se compara con un anticuerpo de prueba tal como un control de Ig
adecuado o un anticuerpo irrelevante.

Por ejemplo, se cuantifica la deteccion y se mide la cantidad de complejo producido. La medicién puede ser, por
ejemplo, relativa a un patrén.

Por ejemplo, la cantidad medida se compara con un control.
Por ejemplo, el método comprende:

(a) poner en contacto una muestra de prueba de dicho sujeto con un anticuerpo descrito en la presente memoria,
en condiciones permisivas para producir un complejo anticuerpo-antigeno;

(b) medir la cantidad del complejo anticuerpo-antigeno en la muestra de prueba; y
(c) comparar la cantidad de complejo anticuerpo-antigeno en la muestra de prueba con un control;

en donde la deteccion del complejo anticuerpo-antigeno en la muestra de prueba en comparacién con el control
indica que la muestra comprende A-beta.

El control puede ser un control de muestra (por ejemplo, de un sujeto sin EA, o de un sujeto con una forma particular
de EA, leve, moderada o0 avanzada), o ser una muestra previa del mismo sujeto para monitorear los cambios en el
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oligbmero A-beta. niveles en la materia. Alternativamente, el control puede ser un valor derivado de una pluralidad
de pacientes con o sin EA.

Por ejemplo, el anticuerpo es un anticuerpo que tiene las secuencias de CDR descritas en la presente memoria.
Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

Por ejemplo, la muestra es una muestra biolégica. Preferiblemente, la muestra comprende tejido cerebral o un extracto
del mismo y/o LCR. En una realizacién, la muestra comprende sangre completa, plasma o suero. Por ejemplo, la muestra
se obtiene de un sujeto humano. En una realizacién, el sujeto es sospechoso de, esta en riesgo de o tiene EA.

Se pueden usar varios métodos para detectar un complejo A-beta:anticuerpo y determinar asi que los oligomeros A-
beta estan presentes en una muestra usando los anticuerpos descritos en la presente memoria, incluidos
inmunoensayos tales como citometria de flujo, inmunotransferencias de tipo Western, ELISA, SPR e
inmunoprecipitacién seguida. mediante inmunocitoquimica SDS-PAGE.

Como se describe en los ejemplos, la tecnologia de resonancia de plasmones superficiales se puede utilizar para evaluar la
union especifica de conformacion. Si el anticuerpo esta marcado o se utiliza un anticuerpo secundario marcado de forma
detectable y especifico para el anticuerpo complejo, se puede detectar el marcador. Los reactivos cominmente usados
incluyen anticuerpos emisores de fluorescencia y anticuerpos marcados con HRP. En los métodos cuantitativos, la cantidad
de sefial producida se puede medir comparandola con un patrén o control. La medida también puede ser relativa.

Otro aspecto incluye el inmunoconjugado descrito en la presente memoria para su uso en la medicion de un nivel de A-beta
en un sujeto en riesgo o sospechoso de tener o padecer la enfermedad de Alzheimer, en donde el anticuerpo se conjuga
con una etiqueta detectable, preferiblemente en donde la etiqueta es un radionucleido emisor de positrones, opcionalmente
donde el A-beta que se va a medir o visualizar es A-beta oligomérico. Por ejemplo, el método comprende administrar a un
sujeto en riesgo 0 que se sospecha que tiene o tiene EA, un anticuerpo descrito en la presente memoria conjugado con una
etiqueta detectable; y detectar el marcador, opcionalmente detectar cuantitativamente el marcador. El marcador en una
realizacion es un radionucleido emisor de positrones que puede usarse, por ejemplo, en imagenes PET.

Los métodos también pueden combinarse con otras pruebas de EA o deterioro cognitivo. Por ejemplo, los niveles
de proteinas sinapticas, como SNAP-25 o |a glicoproteina 2a de vesiculas sinapticas (SVG2a) (Sci Transl Med. 20
de julio de 2016;8(348):348ra96. doi: 10.1126/scitranslmed.aaf6667) en el LCR se puede medir. Por ejemplo, la
PET con fluorodesoxiglucosa (FDG-PET) se utiliza como medida indirecta del metabolismo sinaptico.

La deteccion de niveles de A-beta usando un anticuerpo descrito en la presente memoria se puede utilizar solo o
en combinacion con otros métodos para controlar la respuesta al tratamiento.

En la presente memoria se demuestra que los anticuerpos generados contra ciclo(CGHHQKG) (Id. de sec. n.% 12), que
comprenden los conjuntos de CDR descritos en la presente memoria, pueden unirse especifica y/o selectivamente a
oligbmeros A-beta. Se cree que las especies oligoméricas A-beta son las especies toxicas que se propagan en la EA.
Ademas, como se muestra en la Figura 1 y descritos en los ejemplos, estos anticuerpos son especificos para oligémeros,
inhiben la agregacion A-beta y la propagacion del oligomero A-beta. Por consiguiente, también se describen métodos de
inhibicién de la propagacion de oligbmeros de A-beta, el método comprende contactar una célula o tejido que expresa A-
beta con o administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un anticuerpo especifico o selectivo de oligémero
de A-beta descrito en la presente memoria para inhibir la agregacion de A-beta y/o la propagacién de oligémeros. In vitro
el ensayo puede controlarse como se describe en los ejemplos.

En un aspecto, los anticuerpos son para uso en el tratamiento de la EA y/u otras enfermedades relacionadas con
el amiloide A-beta, en particular la demencia con cuerpos de Lewy y/o la angiopatia amiloide cerebral. Las variantes
de la demencia con cuerpos de Lewy y la miositis por cuerpos de inclusion (una enfermedad muscular) exhiben
placas similares a las de la EA y la A-beta también puede formar agregados implicados en la angiopatia amiloide
cerebral. Como se menciond, los anticuerpos que comprenden los conjuntos de CDR, asi como las secuencias de
anticuerpos humanizados descritas en la presente memoria, se unen a A-beta oligomérico que se cree que es una
especie toxigénica de A-beta en la EA e inhiben la formacion de oligdmeros A-beta toxigénicos in vitro.

Se describe un anticuerpo o inmunoconjugado para su uso en el tratamiento de la EA y/u otras enfermedades
relacionadas con el amiloide A-beta, comprendiendo el método administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
eficaz de un anticuerpo descrito en la presente memoria que comprende un conjunto de CDR descrito en la presente
memoria, opcionalmente un anticuerpo humanizado. descrito en la tabla 4A o 4B o selectivo o0 una composiciéon
farmacéutica que comprende dicho anticuerpo, a un sujeto que lo necesite. En otras realizaciones, los acidos
nucleicos que codifican los anticuerpos descritos en la presente memoria también se pueden administrar al sujeto,
opcionalmente usando vectores adecuados para administrar acidos nucleicos en un sujeto.

Segun un aspecto de la invencién, se proporciona una cantidad eficaz de un anticuerpo o inmunoconjugado segin
la invencién, o una composicién farmacéutica que comprende dicho anticuerpo o inmunoconjugado, para su uso en
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, la demencia con cuerpos de Lewy y/o la angiopatia amiloide cerebral
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en un sujeto que lo necesita, preferiblemente en donde el anticuerpo o inmunoconjugado es para administracion
directamente al cerebro u otra porcién del SNC. En una realizacién, se evalla una muestra biolégica del sujeto a
tratar para determinar la presencia o niveles de A-beta usando un anticuerpo descrito en la presente memoria. En
una realizacién, un sujeto con niveles detectables de A-beta (por ejemplo, complejos de anticuerpos A-beta medidos
in vitro o medidos mediante imagenes) se trata con el anticuerpo.

El anticuerpo, los péptidos y los acidos nucleicos pueden estar comprendidos, por ejemplo, en una composicién farmacéutica
como se describe en la presente memoria y formularse, por ejemplo, en vesiculas para mejorar la administracion.

Se pueden administrar en combinacién uno o mas anticuerpos dirigidos a HHQK (Id. de sec. n.°: 7). Ademas, los
anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden administrar con uno o mas tratamientos diferentes, tales
como un inhibidor de la beta-secretasa o un inhibidor de la colinesterasa.

También se proporcionan usos de las composiciones, anticuerpos, péptidos aislados y acidos nucleicos para tratar
enfermedades relacionadas con la EA o el amiloide A-beta.

Las composiciones, anticuerpos, péptidos y acidos nucleicos aislados, vectores, etc. descritos en la presente memoria se
pueden administrar, por ejemplo, por administraciéon parenteral, intravenosa, subcutanea, intramuscular, intracraneal,
intraventricular, intratecal, intraorbitaria, oftalmica, intragspinal, intracisternal, intraperitoneal, intranasal, aerosol u oral.

Por ejemplo, la composicién farmacéutica se administra sistémicamente.

Por ejemplo, la composicién farmacéutica se administra directamente al cerebro u otra porcion del SNC. Por ejemplo, dichos
métodos incluyen el uso de un catéter implantable y una bomba, que servirian para descargar una dosis predeterminada a
través del catéter hasta el lugar de infusion. Un experto en la técnica reconoceria ademas que el catéter puede implantarse
mediante técnicas quirdrgicas que permitan la visualizacion del catéter para colocar el catéter adyacente al sitio deseado de
administracion o infusion en el cerebro. Tales técnicas se describen en Elsberry y col. Patente estadounidense 5.814.014
“Techniques of Treating Neurodegenerative Disorders by Brain Infusion”. También se contemplan métodos tales como los
descritos en la solicitud de patente estadounidense 20060129126 (Kaplitt y During “Infusion Device and Method for Infusion
Material into the Brain of a Patient”. Estan disponibles comercialmente dispositivos para administrar farmacos al cerebro y
otras partes del SNC (por ejemplo, SynchroMed® EL Infusion System; Medtronic, Mineapolis, Minnesota).

Por ejemplo, la composicion farmacéutica se administra al cerebro usando métodos tales como modificar los compuestos
que se van a administrar para permitir el transporte mediado por receptores a través de la barrera hematoencefalica.

Otros ejemplos contemplan la coadministracién de las composiciones, anticuerpos, péptidos aislados y acidos
nucleicos descritos en la presente memoria con moléculas biolégicamente activas que se sabe que facilitan el
transporte a través de la barrera hematoencefalica.

También se contemplan métodos para administrar las composiciones, anticuerpos, péptidos aislados y acidos
nucleicos descritos en la presente memoria a través de la barrera hematoencefélica, tales como aquellos dirigidos a
aumentar transitoriamente la permeabilidad de la barrera hematoencefalica como se describe en la patente
estadounidense 7012061 “Method for increasing the permeability of the blood brain barrier”.

La descripcion anterior describe en general la presente solicitud. Puede obtenerse una comprensién mas completa
haciendo referencia a los siguientes ejemplos especificos. Estos ejemplos se describen Unicamente con fines
ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la solicitud. Se contemplan cambios de forma y sustitucién de
equivalentes segln las circunstancias lo sugieran o lo hagan oportuno. Aunque en la presente descripcién se han
empleado términos especificos, dichos términos estan pensados en un sentido descriptivo y no con fines de limitacién.
Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente descripcion:

Ejemplos

Ejemplo 1

Generacién de anticuerpos

Métodos y materiales

Inmunégeno

El péptido ciclo(CGHHQKG) (Id. de sec. n.%12) se generd en CPC Scientific, Sunnyvale, CA, EE. UU. (tanto ciclico
como lineal) y se conjugd con KLH (para inmunizacién) y BSA (para deteccion) usando un protocolo de contraion

de trifluoroacetato. También se preparé un péptido lineal de las mismas secuencias, CGHHQKG (Id. de sec. n.*
12).
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Anticuerpos

Se generaron hibridomas y anticuerpos monoclonales contra ciclo(CGHHQKG) (Id. de sec. n.® 12) unido a
hemocianina de lapa californiana (KLH).

Fusién 1 Desarrollo de hibridomas

Los linfocitos se aislaron y fusionaron con células de mieloma SP2/0 murino en presencia de polietilenglicol (PEG
1500). Las células fusionadas se cultivaron mediante seleccion HAT. T.

Analisis de hibridoma

Los sobrenadantes de cultivos de tejidos de los hibridomas se analizaron mediante ELISA indirecto en el antigeno de
deteccion (péptido ciclico-BSA) y se sondaron para detectar anticuerpos tanto IgG como IgM usando un anti-
IgG/IgM(H&L)-HRP de cabra secundario y se revelaron con sustrato TMB. Los cultivos positivos se volvieron a analizar
con un antigeno de deteccién para confirmar la secrecién y con un antigeno irrelevante (transferrina humana) para
eliminar los AcM no especificos y descartar falsos positivos. Los clones seleccionados se isotiparon mediante ELISA de
captura de anticuerpos para determinar si son isotipo IgG o IgM. Los clones seleccionados también se probaron mediante
ELISA indirecto en otros conjugados de péptido ciclico-BSA asi como conjugados de péptido lineal-BSA para evaluar la
reactividad cruzada y la reactividad del ligador. Los anticuerpos también se seleccionaron mediante analisis SPR.

Deteccion de anticuerpos ELISA

Las placas ELISA se recubrieron con 1) BSA conjugado con ciclopéptido 0,1ug/pocillo a 100ul/pocillo en tampdn
de recubrimiento de carbonato (pH 9,6) O/N a 4C; 2) 0,1 ug/pocillo de BSA conjugado con péptido lineal a 100
ul/pocillo en tamp6n de recubrimiento de carbonato (pH 9,6} O/N a 4C; o 3) 0,1 ug/pocillo de péptido negativo a 100
ul/pocillo en tampén de recubrimiento de carbonato (pH 9,6) O/N a 4C. Anticuerpo primario: El sobrenadante de
hibridoma a 100 ul/pocillo se incub6 durante 1 hora a 37 °C con agitacion. Anticuerpo secundario 1:10.000
anticuerpo de cabra anti-IgG/IgM(H+L)-HRP de raton a 100 pl/pocillo en PBS-Tween durante 1 hora a 37 °C con
agitacién. Todas las etapas de lavado se realizaron durante 30 minutos con PBS-Tween. El sustrato TMB se afiadié
a 50 ul/pocillo, se reveld en la oscuridad y se detuvo con un volumen igual de HCI 1 M.

Ensayos de union de SPR
Analisis SPR de unién de anticuerpos a péptidos ciclicos, monémeros y oligémeros A-beta
Preparacién de monémero y oligbmero A-beta:

Los péptidos recombinantes A-betad0 y 42 (California Peptide, Salt Lake City UT, EE. UU.) se disolvieron en
hexafluoroisopropanol (HFIP) helado. EI HFIP se eliminé por evaporacion durante la noche y se sec6é en una
centrifuga SpeedVac. Para preparar mondémeros, la pelicula peptidica se reconstituyé en DMSO hasta 5 mM, se
diluy6é aln mas hasta 100 uM en dH20 y se us6 inmediatamente. Los oligémeros se prepararon diluyendo la
solucién de péptido DMSO 5 mM en medio F12 sin rojo fenol (Life Technologies Inc., Burlington ON, Canada) hasta
una concentracion final de 100 uM y se incubaron durante 24 horas a 7 dias a 4 °C.

Analisis SPR de unién de péptidos ciclicos, monémeros A-beta y oligobmeros:

Todas las mediciones de SPR se realizaron usando un sistema de deteccion de afinidad molecular (MASS-1) (Sierra
Sensors GmbH, Hamburgo, Alemania), un biosensor analitico que emplea luz laser de alta intensidad y escaneo 6ptico
de alta velocidad para monitorear las interacciones de unién en tiempo real. La seleccién primaria de sobrenadantes
de cultivos de tejidos se realizé usando un ensayo de unién directa SPR, mediante el cual los péptidos conjugados
con BSA, el monémero A-betad2 y el oligbmero A-betad2 se inmovilizan covalentemente en celdas de flujo individuales
de un chip sensor de alta capacidad de amina (HAC) (Sierra Sensors GmbH, Hamburgo, Alemania) y los anticuerpos
fluyeron por la superficie. Cada muestra se diluyé y se inyecté por duplicado sobre el péptido inmovilizado y las
superficies de referencia de BSA, seguido de la inyeccién de tampon de ejecucion solo para la fase de disociacion.
Después de cada ciclo analitico, se regeneraron las superficies del chip sensor. Los sensorgramas se hicieron
referencia doble restando la unién de las superficies de referencia de BSA y las inyecciones de tampoén en ejecucion
en blanco, y los puntos de informe de respuesta de unién recopilados en la fase de disociacion.

Los AcM purificados con proteina G se analizaron en una seleccién secundaria usando un ensayo de unién indirecta
(captura) de SPR, mediante el cual los anticuerpos se inmovilizaron en un chip sensor derivatizado con proteina A
(XanTec Bioanalytics GmbH, Duesseldorf, Alemania) y monémero A-beta40, A-beta42. Oligbmeros, extractos de
cerebro solubles agrupados fluian sobre la superficie. La especificidad de los anticuerpos se verificé en un ensayo
de union directa de SPR inmovilizando covalentemente el mondémero A-betad?2 y el oligdbmero A-betad?2 en celdas
de flujo individuales de un chip sensor HAC y haciendo fluir AcM purificados sobre la superficie.
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Secuenciacion de anticuerpos

Se secuenciaron las CDR y las regiones variables de las cadenas pesada y ligera. Las transcripciones del gen de
inmunoglobulina expresadas por los hibridomas se amplificaron a partir del ADNc generado a partir de las células del
hibridoma usando RT-PCR convencional y se secuenciaron usando un método de secuenciacién capilar con
terminador de colorante convencional.

Anticuerpos humanizados

Se prepararon constructos de anticuerpos IgG4 humanizados para 301-17 y se secuenciaron (Abzena Cambridge,
Reino Unido).

Brevemente, se extrajo ARN del sedimento de células del hibridoma 301-17 usando un mini kit RNeasy (Qiagen, Hilden,
Alemania). Las regiones V se amplificaron mediante RT-PCR usando grupos de cebadores degenerados para secuencias
sefial de anticuerpos murinos junto con cebadores de regiones constantes para cada una de IgG e Igk. El ARNm de la
region V de la cadena pesada se amplificé utilizando un conjunto de seis grupos de cebadores degenerados (A a F)
especificos para secuencias sefial VH junto con cebadores de la regién constante especificos de IgG. El ARNm de la
region V de la cadena ligera se amplificé usando un conjunto de ocho grupos de cebadores degenerados especificos de
la secuencia sefial, siete para la agrupacion kappa (Igk-A a Igk-G) y uno para el clister lambda (IgA), junto con cebadores
de la regién constante k o A. Los productos de la PCR obtenidos se purificaron, se clonaron en un vector de clonacién
'TA' (pGEM-T Easy, Promega, Madison, EE. UU.), se transformaron en E. coli y colonias individuales secuenciadas.

Se prepararon constructos quiméricos (VOHO y VOkO) usando las regiones variables del hibridoma que se clonaron
en una estructura de IgG4 humana. Luego se humanizaron los constructos quiméricos para crear 6 cadenas
pesadas humanizadas (VH1-6) y 6 cadenas ligeras (Vk1-6). Se mezclaron constructos VH1-6 y Vk4-6 para crear
diferentes anticuerpos humanizados, por ejemplo VH2Vk4.

La variante de bisagra S241P comprende una disposicion de enlaces disulfuro alterada de una molécula de IgG4
mediante la mutacién de Cys en el extremo N del dominio constante 1 de la cadena pesada (Cn1) (posicién 127 de
Kabat) a una Ser y la introduccién de una Cys en una variedad de posiciones (posiciones 227-230) en el extremo
C de Cu1. Se forma un enlace disulfuro inter-LC-Cn1 [17].

Los anticuerpos completamente humanizados se prepararon usando la tecnologia Composite Human Antibody™. Los
genes de la region variable humanizada se clonaron en vectores que codifican un dominio constante de cadena pesada
de IgG4 humana (variante de bisagra $241P) y un dominio constante de cadena ligera kappa humana. Los anticuerpos
quiméricos y humanizados se expresaron transitoriamente en células CHO y la proteina A se purifico y analizé. Todos
los anticuerpos humanizados 301-17 se unieron selectivamente al péptido ciclico conjugado con BSA con afinidades
de unién dentro de 2 veces del anticuerpo quimérico de referencia y mas de 10 veces y aproximadamente 20 veces
del anticuerpo monoclonal de referencia. Los anticuerpos quiméricos y humanizados tenian una KD (M) de
aproximadamente 2 x 10"'" mientras que la KD del anticuerpo monoclonal tenfa una KD (M) de 4 x 10°1° para el péptido
ciclico. Como se muestra en la Figura 2, esto se traduce en una afinidad mejorada por Abeta oligomérico.

La union se determind mediante andlisis Biacore de ciclo Unico. Los anticuerpos se analizaron en dos experimentos
separados.

Las secuencias de anticuerpos humanizados se proporcionan en la tabla 4B (301-17). Las secuencias CDR de cada
secuencia de anticuerpo estan en negrita y subrayadas. Las CDR de 301-11 o cualquier otro anticuerpo descrito en
la presente memoria se pueden usar para reemplazar las CDR en las construcciones humanizadas como se
muestra, por ejemplo, en la tabla 4A.

Resultados

Las pruebas ELISA encontraron que los clones de hibridoma se unian al ciclopéptido preferentemente sobre el péptido
lineal. Se seleccionaron los clones 301-3, 301-11 y 301-17 generados contra ciclo(CGHHQKG) para analisis adicionales.

El isotipo revel6 que 301-3, 301-11 y 301-17 eran subtipos de IgG3.

Los anticuerpos se probaron en uno o mas ensayos para determinar su capacidad para unirse a péptidos ciclicos,
péptidos lineales, mondmeros A-beta 1-42 y oligomeros A-beta 1-42 preparados como se describié anteriormente.

Los ensayos ELISA y SPR confirmaron que los clones se unian preferiblemente al ciclopéptido con respecto al
péptido lineal (y no presentaban reactividad cruzada con péptidos ciclicos no relacionados) y/o se unian
preferentemente a oligémeros de AR con respecto a los monémeros. Los resultados del andlisis de union usando
SPR con sobrenadantes de cultivo de hibridoma se muestran en |a tabla 1A.
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Los anticuerpos purificados a partir de los sobrenadantes del hibridoma se inmovilizaron y se analizé su capacidad
para unirse a oligémeros de Abeta mediante SPR. Los resultados se muestran en la tabla 1B.

Tabla 1A

Péptido ciclico (RU)

Péptido lineal (RU)

Monoémero Ab42 (RU) [Oligbmero Ab42 (RU)

301-11 (488 210,5 21,6 75,3
301-3 468,9 60,6 -1,8 56,8
Tabla 1B

Monémero Ab42 (RU) [Oligémero Ab42 (RU)
301-3 -23,8 15,5
301-11  [-14A1 -2,8
301-17 [-271 147,8

Secuencia de anticuerpos

Se secuenciaron los anticuerpos de los clones 301-3, 301-11 y 301-17. Las secuencias de CDR de 301-3y 301-11
se proporcionan en la tabla 2. Las CDR para 301-17 se proporcionan en las Id. de sec. n.° 74-79. La secuencia
consenso de ADN y las secuencias polipeptidicas de la porcién variable de cadena pesada y ligera de los
anticuerpos se proporcionan en la tabla 3.

Como se muestra en la tabla 2, las CDR de cadena pesada para 301-3 y 301-11 fueron idénticas para las CDR 1y
2 y la CDRS3 vari6 en una posicion.

Se secuenciaron dos cadenas ligeras. Una cadena ligera era casi idéntica a la cadena ligera para 301-11.

Se prepararon anticuerpos humanizados para 301-17 y se secuenciaron (Abzena Cambridge UK). Las secuencias
de anticuerpos humanizados se proporcionan en las tablas 4A (301-11) y 4B (301-17). Las secuencias CDR de
cada secuencia de anticuerpo estan en negrita y subrayadas.

Tabla 2

Anticuerpo Cadena |CDR Secuencia Id. de sec. n.”.
301-11 Pesada |CDR-H1 GFTFSDYY 1
301-11 CDR-H2 |ISDGGSYT 2
301-11 CDR-H3 |ARDYYGSSSYTSGFAY 3
301-11 Ligera CDR-L1 QSLLNSRTRKNY 4
301-11 CDR-L2 WAS 5
301-11 CDR-L3 KQSYNLYT 6
301-03-1 Pesada |CDR-H1 GFTFSDYY 1
301-03-1 CDR-H2 |ISDGGSYT 2
301-03-1 CDR-H3 |ARDYYGSNSYTSGFAY 80
301-03-1 Ligera CDR-L1 QSLLNSRTRKNY 4
301-03-1 CDR-L2 WAS 5
301-03-1 CDR-L3 KQSYNLYT 6
301-03-2 Pesada |CDR-H1 GFTFSDYY 1
301-03-2 CDR-H2 |ISDGGSYT 2
301-03-2 CDR-H3 |ARDYYGSNSYTSGFAY 80
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301-03-2 Ligera CDR-L1 QSIVHSNGNTY 81
301-03-2 CDR-L2 KVS 82
301-03-2 CDR-L3 FQGSHVPLT 83
301-17 Pesada |CDR-H1 GYSFTSYW 74
301-17 CDR-H2 |VHPGRGVST 75
301-17 CDR-H3 SRSHGNTYWFFDV 76
301-17 Ligera CDR-L1 QSIVHSNGNTY 77
301-17 CDR-L2 KVS 78
301-17 CDR-L3 FQGSHVPFT 79
Tabla 3

Secuencia de ADN de consenso y secuencias de proteinas traducidas de la regién variable. Las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) estan subrayadas segun IMTG/LIGM-DB.

Anticuerpo e isotipo

Secuencia de ADNc de consenso

Secuencia polipeptidica

301-11 I1gG3
Id. de sec. n.®: 8,9

ATGAACTTTGGGCTCAGCTTGATTTTCCTTGTCCTTGTTTTAAAA
GGTGTCCAGTGTGRAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTA
GTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTQQA
TTCACTTTCAGTGACTATTACATGTATTGGGTTCGCCAGACTC
CGGARAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGATGGTGG
TAGTTACACCTCCTATCCAGACAGT GTGAAGGGACGATTCACCA
TCTCCAGAGACAATGCCAAGAACAACCTGTACCTGCAAATGAGCA
GTCTGAGGTCTGAGGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAGAGAT
TACTACGGTAGTAGTAGCTACACCTCGGGCTTTGCTTACTG
GGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

MNFGLSLIFLVLVLKG
VQCEVQLVESGGGLVK
PGGSLKLSCAASGFTF
SDYYMYWVRQTPEKRL
EWVATISDGGSYTSY
PDSVKGRFTISRDNAK
NNLYLOMSSTRSEDTA
MYYCARDYYGSSSYT
SGFAYWGQGTLVTVSA

301-11 Kappa
Id. de sec. n.%: 10,11

ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTATATTGCTGCTGCTAT GGGTA
TCTGGTACCTGTGGGGACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCC
CTGGCTGTGTCAACAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGCAAATCC
AGTCAGAGTCTGCTCAACAGTAGAACCCGAAAGAACTACTT
GGCTTGGTACCAGCAGRARACCAGGGCAGTCTCCTARACTGCTGAT
CTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCA
CAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTG
TGCAGGCTGARGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAGCAATCTTAT
AATCTGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGARATAANA

MDSQAQVLI LLLLWVS
GTCEDIVMSQSPSSLA
VSTGEKVTMSCKSSQS
LLNSRTRENYILAWY(Q
OKPGQSPKLLTYWAST
RESGVPDRFTGS GSGT
DFTLTISSVOREDLAV
YYCRQSYNLYTFGGG
TKLEIK

301-03 IgG3
Id. de sec. n.°: 84, 85

ATGAACTTCGGGCTCAGCTTGATTTTCCTTGTCCTTGTTTTARAR
GGTGTCCAGTGTGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTA
GTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGARACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGA
TTCACTTTCAGTGACTATTACATGTATTGGGTTCGCCAGACTC
CGGARAAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGATGGTGG
TAGTTACACCTCCTATCCAGACAGTGTGAAGGGGCGATTCACCA
TCTCCAGAGACAGTGCCAAGAACAACCTGTACCTGCARAT GAGCA
GTCTGAAGTCTGAGGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAGAGAT
TACTACGGTAGTAATAGTTACACCTCGGGCTTTGCTTACTG
GGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

MNFGLSLIFLVLVLKG
VOQCEVQLVESGGGLVK
PGGSLKLSCARSGE'TF
SDYYMYWVRQTPEKRL
EWVATISDGGSYTSY
PDSVKGREFTISRDSAK
NNLYLOMSSLKSEDTA
MYYCARDYYGSNSYT
SGEAYWGQGTLVTVSA

301-03 Kappa 1
Id. de sec. n.°; 86, 87

ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTATATTGCTGCTGCTATGGGTA
TCTGGTACCTGTGGGGACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCC
CTGGCTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGCARAATCC
AGTCAGAGTCTGCTCAATAGTAGAACCCGAAAGAACTACTT
GGCTTGGTACCAGCAGARACCAGGGCAGTCTCCTAAACTGCTGAT
CTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCA
CAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTG
TGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAGCAATCTTAT
AATCTGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAARA

MDSQAQVLILLLLWVS

GTCGDIVMSQSPSSLA
VSAGEKVTMSCKSSQS
LINSRTRENYTIAWYQ
QKPGQSPKLLIYWAST
RESGVPDRETGSGSGT

DFTLTISSVQAEDLAV

YYCKQSYNLYTEGGG

TKLEIK
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301-03 Kappa 2
Id. de sec. n.; 88, 89

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCT
GCTTCCAGCAGTGATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTG
CCTGTCAGTCTTGGAGAT CAAGCCTCCATCTCTTGCAGAT CTAGT
CAGAGCATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTAC
CTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTT
TCCARACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGA
TCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAG
GATCTGGGAGTTTATTTCTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTCTC
ACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGARA

MKLPVRLLVLMEWIPA
S3SDVLMTQTPLSLPV
SLGDOASTISCRSSQST
VHSNGNTYTLEWYLQKP
GOSPKLLIYRVSNRES
GVPDRF3GSGSGTDET
LKISRVEAEDLGVYEC
FQGSHVPLTEFGAGTKL
ELK

301-17 IgG3
Id. de sec. n.°: 96, 97

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTTTTGGTAGCAACAGCTACA
GGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTT
GTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGARARTGTCCTGCAAGGCTTCTGGC
TACAGCTTCACCAGCTACTGGATAAACTGGGTGAAGCAGAGGCCT
GGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAGATGTTCATCCTGGTAGAGGT
GTTTCTACCTACAATGCGAAGTTCAAGAGCARAGGCCACACTGACT
CTAGACACGTCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTG
ACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTATTGTTCAAGATCCCACGGT
AATACCTACTGGTTCTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTC
ACCGTCTCCTCAGCTACAACAACAGCCCCATCT

MGWSCIILFLVATATG
VHSQVQLOQPGAELVK
PGASVKMS CKASGYSF
TSYWINWVKQORPGQGL
EWIGDVHPGRGVSTYN
AKFKSKATLTLDTSSS
TAYMQOLSSLTSEDSAV
YYCSRSHGNTYWEFFDV
WGAGTTVIVSSATTTA
PS

301-17 Kappa
Id. de sec. n.” 98, 99

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCT
GCTTCCAGCAGTGATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTG
CCTGTCAGTCTTGGAGAT CAAGCCTCCATCTCTTGCAGAT CTAGT
CAGAGCATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTAC
CTGCAGAARACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACARAGTT
TICCARCCGATTTTCTGGGCETCCCAGACAGETTCAGTGGCAGTGGA
TCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAG
GATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCATTC

MKLPVRLLVLMEWIPA
SSSDVLMTQTPLSLPV
SLGDOASISCRS3QSI
VHSNGNTYLEWYLQKP
GQSPKLLIYRVSNRES
GVPDRESGSGSGTDET
LKISRVEAEDLGVYYC
FQGSHVPFTEFGSGTKL

ACGTTCGGCTCGGGGACARAGTTGGAAATARANCGGGCTGATGCT

EIKRADA

Tabla 4A

Anticuerpo quimérico/humanizado 301-11

VHO* Id. de sec. n.”: 13, 14

VH1 Id. de sec. n.®: 15, 16

VH2 Id. de sec. n.”: 17, 18

VH3 Id. de sec. n.®: 19, 20

VH4 Id. de sec. n.® 21, 22

VH5 Id. de sec. n.% 23, 24

VH6 Id. de sec. n.”: 25, 26

VKO* Id. de sec. n.®: 27, 28

VK1 Id. de sec. n.®: 29, 30

VK2 Id. de sec. n.®: 31, 32

VK3 Id. de sec. n.®: 33, 34

VK4 Id. de sec. n.®: 35, 36

VK5 Id. de sec. n.®: 37, 38

VKB Id. de sec. n.®: 39, 40

Tabla 4B

Humanizado =
Anticuerpo

Secuencia de ADNc

Secuencia polipeptidica
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301-17
VHO*
Id. de sec. n.% 41,42

CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTTGTGAAGCCTGGG
GCTTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACC
AGCTACTGGATAAACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCTT
GAGTGGATTGGAGATGTGCATCCTGGTAGAGGCGTGTCCACATAC
AATGCTAAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTCTGGACACATCC
TCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGAC
TCTGCGGETCTATTACTGTAGCAGATCCCATGGTAACACCTACTGG
TTTTTTGACGTCTGCGGGCGCAGGCACCACGGTCACCGTCTCCTCA

QVQLQOPGAELVKPGA
SVKMSCKASGYSFTSY
WINWVKOQRPGQGLEWI
GDVHPGRGVSTYNAKF
KSKATLTLDT333TAY
MQLSSLTSEDSAVYYC
SRSHGNTYWFFDVWGA
GTTVTVSS

VH1
|d. de sec. n.*: 43,
44

CAGGTCCAACTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGCTTARGAAGCCT GGG
GCTTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACC
AGCTACTGGATAAACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCTT
GAGTGGATTGGAGATGTGCATCCTGGTAGAGGCGTGTCCACATAC
AATGCTAAGTTCAAGAGCAGAGCCACACTGACTCTGGACACATCC
ATAAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGAC
TCTGCGGTCTATTACTGTAGCAGATCCCATGEGTAACACCTACTGG
TTTTTTGACGTCTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACCGTCTCCTCA

QVQLVQSGAELKKPGA
SVKMSCKASGYSFTSY
WINWVKQRPGQGLEWI
GDYHPGRGVSTYNAKF
KSRATLTLDTSISTAY
MOLSSLTSEDSAVYYC
SRSHGNTYWFFDVWGQ
GTTVTVSS

VH2
Id. de sec. n.©: 45,
46

CAGGTCCAACTGGTGCAGTCTGGEGGCT GAGGTGARGAAGCCT GGG
GCTTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACC
AGCTACTGGATARACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGCGACAAGGCCTT
GAGTGGATTGGAGATEGTGCATCCTEGGTAGAGEGCGTETCCACATAC
ARTGCTAAGTTCAAGAGCAGAGCCACACTGACTCTGGACACATCC
ATAAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTGAGGAC
ACGGCGGTCTATTACTGTAGCAGATCCCATGGTAACACCTACTGG
TTTTTTGACGTCTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACCGTCTCCTCA

MELS%LH&&D‘“NI)’
SRSHGNTYW?FDVWuV

e
TPVTVER

VH3
Id. de sec. n.°: 47,
48

CAGGTCCAACTGGTGCAGTCTGGEGGCT GAGGTGAAGAAGCCTGGGE
GCTTCAGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACC
AGCTACTGGATAAACTGGGTGCGACAGAGGCCTGGACAAGGCCTT
GAGTGGATTGGAGATEGTGCATCCTGGTAGAGCGCGTETCCACATAL
AATGCTAAGTTCARAGAGCAGAGCCACACTGACTCTGGACACATCC
ATAAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTGAGGAC
ACGGCGGTCTATTACTGTAGCAGATCCCATGGTAACACCTACTGG
TTTTTTGACGTCTGGGGCCAAGGCACCACGGETCACCGTCTCCTCA

Q\’C) VOSGAEVERFGA

:;Tl\

: RIEDTAVYYC

SRSHGNTYWFFDVWQV
GTTVIVAES

VH4
Id. de sec. n.°: 49,
50

CAGGTCCAACTGGTGCAGTCTGGEGGCT GAGGTGAAGAAGCCTGGGE
GCTTCAGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACC
AGCTACTGGATAAACTGGGTGCGACAGAGGCCTGGACAAGGCCTT
GAGTGGATTGGAGATGTGCATCCTGGTAGAGGCGTGTCCACATAC
AATGCTAAGTTCAAGAGCAGAGTCACACTGACTCTGGACACATCC
ATAAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTGAGGAC
ACGGCGGTCTATTACTGTAGCAGATCCCATGGTAACACCTACTGG
TTTTTTGACGTCTGGGGCCAAGGCACCACGGETCACCGTCTCCTCA

QVQLVQSGAEVKKPGA
SVKVSCKASGYSFTISY
WINWVRQRPGQGLEWI
GDVYHPGRGVSTYNAKFE
KSRVTLTLDTSISTAY
MELSSLRSEDTAVYYC
SRSHGNTYWFEFDVWGO
GTTVTVSS

VH5
Id. de sec. n.%: 51,
52

CAGGTCCAACTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGARGAAGCCTGGG
GCTTCAGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACC
AGCTACTGGATAAACTGGGTGCGACAGAGGCCTGGACAAGGCCTT
GAGTGGATGGGAGATGTIGCATCCTGGTAGAGGCGTGTCCACATAC
AATGCTAAGTTCAAGAGCAGAGTCACACTGACTAGGGACACATCC
ATAAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTGAGGAC
ACGGCGGETCTATTACTGTAGCAGATCCCATGGTAACACCTACTGG
TTTTTTGACGTCTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACCGTCTCCTCA

LVQSBRAEVREPEA
”““KASGYSFTSY

VH6
Id. de sec. n.*

CAGGTCCAACTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGG
GCTTCAGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAGCTTCACC
AGCTACTGGATAAACTGGGETGCGACAGAGGCCTGGACAAGGCCTT

SCAEVERPGA

53, 54 GAGTGGATGGGAGATGTGCATCCTGGTAGAGGCGTGTCCACATAC GDVHPGRGVSTYNAKF
AATGCTARGTTCCAGEECAGAGTCACAATGACTAGEGACACATCC QGRVTMTRDTSISTAY
ATAAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTGAGGAC MELSSLRSEDTAVYYC
ACGGCGETCTATTACTGTAGCAGATCCCATGGTAACACCTACTGG SRSHGNTYWFFDVWGQ
TTTTTTGACGTCTGGGECCARGGCACCACGETCACCGTCTCCTCA GTTVIVSS

VKO* GATGTTTTGATGACCCARACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTT DVLMTQTPLSLPVSLG

Id. de sec. n.® GGAGATCARGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCATTGTA DOASISCRSSQSIVHS

55, 56 CATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTACCTGCAGARACCA NEGNTYLEWY LOKPGQS
GGCCAGTCTCCARAAGCTCCTGAT CTACAAAGTTTCCAACCGATTT PKLLIYKVSNRFSGVP
TCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGAT DRFSGSGSGTDFTLKT
TTCACACTCAACATCAGCAGAGT GGAGGCTGAGGATCTGEGAGTT SRVEAEDLGVYYCEQG
TATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTTTCACTTTTGGCAGC SHVPETFGSGTKLEIK

GGGACCAAGCTGGAGATCAAA
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VKA GATGTTTTGATGACCCARTCTCCACTCTCCCTGCCTGTCACCCTT DVLMTQSPLSLPVTLG

Id. de sec. n.° GGACAGCCGGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCATTGTA QPASTSCRSSQSIVHS

57, 58 CATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAAT GETTTCAGCAGARACCA NGNTYLEWFQQKPGQS
GGCCAGTCTCCARGGCGCCTGAT CTACAAAGT TTCCAACCCATTT PRRLIYKVSNRESGVP
TCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGT GGCAGTGGATCAGGGACAGAT DRFSGSGSGTDFTLKI
TTCACACTCAAGATCAGCAGAGT GGAGGCTGAGGATGTTCCGAGTT SRVEAEDVGVYYCEQG
TATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTTTCACTTTTGGCCAR SHVPFTFGQGTKLEIK
GGGACCAAGCTGGAGATCARA

VK2 GATGTTGTGATGACCCARTCTCCACTCTCCCTGCCTGTCACCCTT DVVMTQSPLSLPVTLG

Id. de sec. n.° GGACAGCCGGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCATTETA QPASISCRSSQSIVHS

59, 60 CATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAAT GCTTTCAGCAGAAACCA NGNTYLEWFQQKPGQS
GGCCAGTCTCCARGGCGCCTGAT CTACAAAGTTTCCAACCGATTT PRRLIYKVSNRFSGVP
TCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGT GGCAGTGGATCAGGGACAGAT DRFSGSGSGTDFTLKI
TTCACACTCARGATCAGCAGAGT GCAGCCTGAGGATGTTCCACTT SRVEAEDVGVYYCEQG
TATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTTTCACTT TTGGCCAR SHVPFTFGQGTKLEIK
GGGACCANGCTGEAGATCARA

VK3 GATGTTGTGATGACCCARTCTCCACTCTCCCTGCCTGTCACCCTT DVVMTQSPLSLPVTLG

Id. de sec. n.* GGACAGCCGGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCATTGTA OPASISCRSSQSIVHS

61,62 CATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAAT GCTTTCAGCAGAGGCCA NGNTYLEWFQQRPGQS
GGCCAGTCTCCARAGGCGCCTGAT CTACAAAGTTTCCAACCGATTT PRRLIYKVSNRFSGVP
TCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGT GGCACTGGATCAGGCACAGAT DRFSGSGSGTDFTLKI
TTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGAGTT SRVEAEDVGVYYCEQG
TATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTTTCACTT TTGGCCAR SHVPFTFGQGTKLEIK
GGGACCANGCTGEAGATCARA

VK4 GATGTTCTGATGACCCARTCTCCACTCTCCCTGCCTGTCACCCTT DVLMTQSPLSLPVTLG

Id. de sec. n.° GGACAGCCGGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCATTGTA OPASISCRSSQSIVHS

63, 64 CATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAAT GGTACCTGCAGAGGCCA NGNTYLEWYLQRPGQS
GGCCAGTCTCCARAGCTGCTGAT CTACAAAGTTTCCAACCGATTT PKLLIYRVSNRFSGVP
TCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGT GGCACTGGATCAGGCACAGAT DRFSGSGSGTDFTLKI
TTCACACTCAACATCAGCAGAGT GGAGCCTGAGGATGTTCGAGTT SRVEAEDVGVYYCEQG
TATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTTTCACTT TTGGCCAR SHVPFTFGQGTKLEIK
GGGACCANGCTGEAGATCARA

VK5 GATGTTCTGATGACCCARTCTCCACTCTCCCTGCCTGTCACCCTT DVLMTQSPLSLPVTLG

Id. de sec. n.* GGACAGCCGGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCATTGTA OPASISCRSSQSIVHS

65, 66 CATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAAT GGTACCAGCAGAGGCCA NGNTYLEWYQQRPGQS
GGCCAGTCTCCARAGGCTGCTGAT CTACAAAGTTTCCAACCGATTT PRLLIYKVSNRESGVP
TCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGT GGCAGTGGATCAGGGACAGAT DRFSGSGSGTDFTLKT
TTCACACTCARGATCAGCAGAGT GCAGCCTGAGGATGTTCCACTT SRVEAEDVGVYYCEQG
TATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTTTCACTTTTGGCCAA SHVPETFGQGTKLEIK
GGGACCANGCTGEAGATCARA

VKB GATGTTGTGATGACCCAATCTCCACTCTCCCTGCCTGTCACCCTT DVVMTQSPLSLPVTLG

Id. de sec. n.* GGACAGCCGGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCATTGTA QPASISCRSSQSIVHS

67, 68 CATAGTAATGGAAACACCTATT TAGAATGGTACCAGCAGAGGCCA NGNTYLEWYQQRPGQS
GGCCAGTCTCCAAGGCTGCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTT PRLLIY@NRFS GVP
TCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGAT DREFSGSGSGTDFTLKI
TTCACACTCARGATCAGCAGAGT GGAGCCTGAGGATGTTCGAGTT
TATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTTTCACTTT TGGCCAR SRVEAEDVGVYYCEQG
GGGACCARGCTGGAGATCARAA SHVPFTFGQGTKLEIK

*VHO y VKO denotan anticuerpos quiméricos compuestos por secuencias del dominio constante humano y del

dominio variable de ratén.

Tabla 5 Secuencia del anticuerpo humanizado IgG4

Regiones constantes Secuencia de ADNc Secuencia polipeptidica
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Cadena pesada de IgG4 | GCTTCCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGLTCC | ASTKGPSVEPLAPCSR

Id. de sec. n.°: 69, 70 AGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCARG | STSESTAALGCLVKDY
GACTACTTCCCCGRACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGEC | FPEPVTVSWNSGALTS
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCA | GVHTFPAVLOSSGLYS
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGC | LESVVTVPSSSLGTKT
TTGGGCACGAAGACCTACACCT GCART GTAGATCACAAGCCCAGC | YTCNVDHKPSNTKVDK
ARCACCARGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCARATATGGTCCCCCA | RVESKYGPPCEPCPAP
TGCCCACCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTC | EFLGGPSVELEPPKPK
TTCCTGTTCCCCCCARAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGG | DTLMISRTPEVTCVVY
ACCCCTGAGGETCACGTGCGTGETGGTGEACGTGAGCCAGGARGAC | DVSQEDPEVOFNWYVD
CCCGAGGTCCAGTTCRAACTGGTACGTGGATGGCCTGGAGGTGCAT | GVEVHNAKTKPREEQF
ANTGCCARGACAAAGCCGCGGEAGGAGCAGTTCAACAGCACGTAC | NSTYRVVSVLTVLHOD
CGTGTGEETCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAAC | WLNGKEYKCKVSNKGL
GGCRAGGAGTACARGTGCARGGTCTCCAACARAGGCCTCCCETCC | PSSTEKTISKRAKGQPR
TCCATCGAGRARACCATCTCCAARGCCARAGGGCAGCCCCGAGAG | EPQVYTLPPSQEEMTK
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCARAG | NQVSLTCLVKGFEY PSD
ARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAARGGCTTCTACCCCAGC | IAVEWESNGQPENNYK
GACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCALT GGGCAGCCGGAGAACAAC | TTPPVLDSDGSFFLYS
TACRAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC | RLTVDKSRWQEGNVES
CTCTACAGCAGGCTARCCGTGGACARGAGCAGGTGGCAGGAGGEG | CSVMHEALHNHYTQKS
AATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC | LSLSLGK
TACACACRGRAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTARATGA

Kappa CGARCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT | RTVAAPSVFIFPPSDE

Id. de sec. n.°: 71, 72 GAGCAGTTGAAATCTGGRACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAAT | QLKSGTASVVCLLNNF
ARCTTCTATCCCAGAGAGGCCAARGTACAGTGGAAGGTGGATARC | YPREAKVOWKVDNALQ
GCCCTCCRATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGAC | SGNSQESVTEQDSKDS
AGCAAGGRCAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGE | TYSLSSTLTLSKADYE
ARAGCAGACTACGAGAARCACAAAGTCTACGCCTGCGRAGTCACC | KHKVYACEVTHQGLSS
CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACARAGAGCTTCAACAGGGGA | PVTKSFNRGEC
GAGTGTTAG

Ejemplo 2

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se realizé en secciones de cerebro humano congeladas, sin fijacidn ni recuperacion de
antigenos. En una camara humidificada, la tincién no especifica se bloquedé mediante incubacién con reactivo
blogqueador de proteinas sin suero (Dako Canada Inc., Mississauga, ON, Canadd) durante 1 h. Se usaron los
siguientes anticuerpos primarios para la inmunotincién: controles de isotipo monoclonal de ratén IgG1, IgG2a e
IgG2b, y anti-amiloidep 6E10, todos adquiridos de Biolegend, y anticuerpos purificados 301-11 y 301-17. Todos los
anticuerpos se usaron a 1 ug/ml. Las secciones se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h y se lavaron 3 x
5 min en TBS-T. Se aplic6 anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante (1:1000) a las
secciones y se incub6 durante 45 minutos, luego se lavo 3 x 5 minutos en TBS-T. Se aplic6 el reactivo cromégeno
DAB (Vector Laboratories, Burlington ON, Canadd) y las secciones se enjuagaron con agua destilada cuando se
alcanz6 el nivel deseado de tincién objetivo a fondo. Las secciones se contratifieron con hematoxilina de Mayer, se
deshidrataron y se aplicaron cubreobjetos. Los portaobjetos se examinaron con un microscopio 6ptico (Zeiss
Axiovert 200M, Carl Zeiss Canada, Toronto ON, Canada) y se capturaron imagenes representativas con un aumento
de 20 y 40X utilizando una camara digital y un software Leica DC300 (Leica Microsystems Canada Inc., Richmond
Hill, ON). Las imagenes se optimizaron en Adobe Photoshop usando la correccién automatica de niveles.

Extractos de cerebro

Los tejidos cerebrales humanos se obtuvieron del Banco de Tejidos y Cerebros de la Universidad de Maryland tras
la aprobacién de la Junta de Etica de Investigacién Clinica de la UBC (C04-0595). El diagnéstico clinico de probable
EA se baso en los criterios NINCDS-ADRDA [5].

Homogeneizacion: Se pesaron muestras de tejido cerebral humano y posteriormente se sumergieron en un volumen
de TBS fresco helado y coctel de inhibidor de proteasa sin EDTA de Roche Diagnostics (Laval QC, Canada) de tal
modo que la concentracién final de tejido cerebral fuera del 20 % (p/v). El tejido se homogeneizd en este tampoén
usando un homogeneizador de sonda mecanica (pulsos de 3 x 30 segundos con pausas de 30 segundos entre
ellos, todos realizados en hielo). Luego, las muestras homogeneizadas con TBS se sometieron a ultracentrifugacion
(70.000 xg durante 90 min). Los sobrenadantes se recogieron, se dividieron en alicuotas y se almacenaron a -
80 °C. La concentracién de proteina de los homogeneizados de TBS se determiné mediante un ensayo de proteina
BCA (Pierce Biotechnology Inc, Rockford IL, EE. UU.}.

La unién positiva en extractos de cerebro se confirmé usando el anticuerpo 6E10.
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Andlisis SPR: Se combinaron y analizaron 4 extractos de cerebro de pacientes con EA y 4 extractos de cerebro de
controles de la misma edad. Las muestras de cerebro, homogeneizadas en TBS, incluian el area 9 de Brodmann
de la corteza frontal. Todos los experimentos se realizaron usando un sistema de deteccion de afinidad molecular
(MASS-1) (Sierra Sensors GmbH, Hamburgo, Alemania), un biosensor analitico que emplea luz laser de alta
intensidad y escaneo éptico de alta velocidad para monitorear las interacciones de unién en tiempo real. Los
anticuerpos purificados generados para los ciclopéptidos descritos en la presente memoria se capturaron en celdas
de flujo separadas de un chip sensor derivatizado con proteina A y se inyectaron muestras diluidas sobre las
superficies durante 180 segundos, seguido de 120 segundos de disociacién en tampén y regeneracion de la
superficie. Se hicieron referencias dobles a las respuestas de union restando la unién de la superficie de referencia
de IgG de control de ratén y el tampdn de ensayo, y se compararon los diferentes grupos de muestras.

Resultados

Extractos de cerebro, LCR e inmunohistoquimica

Se analiz6 la capacidad de los anticuerpos para unirse a A-beta en extractos de cerebro solubles, LCR y muestras
de tejido de cerebros de control sano cavadérico y con EA; los resultados se muestran en la tabla 6. La fuerza de

la positividad en la tabla 6 se muestra mediante el nimero de signos mas.

Cada uno de los anticuerpos 301-11 y 301-17 mostré una unién positiva con homogeneizados de cerebro y LCR de
pacientes con EA en comparacion con pacientes de control.

Como se muestra en la tabla 6, los anticuerpos purificados mostraron una union preferencial a EA frente a no EA
en extractos de cerebro solubles y LCR, y no se unieron apreciablemente a las fibrillas de la placa mediante IHC.

Tabla 6: Resumen de caracteristicas de unién

Anticuerpo|Oligomeros/Monémeros | Extracto de cerebro con IHC - Tincion de placa (cerebrode [LCR
Ea/sin EA secciéon congelada 1630)

301-3 ++ ++ - +

301-11 ++ +++ - ++

301-17 ++ ++ - +

* La puntuacioén es relativa a otros clones que no se muestran aqui en la misma categoria de muestra.

Ejemplo 3
Union a oligébmeros sintéticos A-beta.

Para verificar y validar aun mas la unién del oligdmero A-betad2, se inmovilizaron covalentemente anticuerpos
purificados en un chip sensor, seguido de la inyeccién sobre la superficie de oligdmeros A-beta4?2 estables (1
microM) preparados comercialmente (SynAging SAS, Vandceuvre-lés-Nancy, Francia).

Los anticuerpos 301-3, 301-11 y 307-17 se unieron a los oligémeros A-beta 42 estables (1 microM) con unidades
de respuesta de unién (BRU) de un promedio de 14,5 (301-3), 19,3 (301-11) y 30 (301-17), respectivamente. En
comparacién, la IgG1 de control negativo no se unié significativamente a los oligdmeros (unién media de BRU 2,5),
mientras que el anticuerpo de control positivo pan-Ap 6E10 se unié con un BRU promedio de 90.

Ejemplo 4
Inmunohistoquimica en tejidos fijos con formalina

Se evaluaron secciones de tejido cerebral con EA humana usando los anticuerpos 301-11, 301-17. El paciente habia sido
previamente caracterizado y diagnosticado de enfermedad de Alzheimer con un abordaje tripartito: (i) método de plata de
Bielschowsky para demostrar placas seniles y ovillos neurofibrilares, (i} rojo Congo para demostrar amiloide y (iii)
inmunohistoquimica de tau para demostrar ovillos y confirmar que las placas seniles son “neuriticas™. Este tejido se us6
para probar la reactividad en placa de clones de anticuerpos monoclonales seleccionados. Los tejidos cerebrales se
fijaron en formalina tamponada al 10 % durante varios dias y se procesaron con parafina en los procesadores de tejidos
Sakura VIP. Se sondaron secciones de tejido con 1 ug/ml de anticuerpo con y sin recuperacion de antigeno por
microondas (AR). El anticuerpo reactivo pan-amiloide beta 6E10 se incluyo junto con clones de anticuerpos seleccionados
como control positivo. Los anticuerpos se diluyeron en Antibody Diluent (Ventana), el color se revelé con OptiView DAB
(Ventana). La tincion se realizo en el tefiidor Ventana Benchmark XT IHC. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
Olympus BX45. Las imagenes fueron analizadas a ciegas por un patélogo profesional con experiencia en neuropatologia.
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Como se muestra en la tabla 7 a continuacién, utilizando tejido fijado, los anticuerpos analizados fueron negativos
para la tincién especifica de amiloide de placa senil. El anticuerpo 6E10, usado como control positivo, mostré una
fuerte tincion de placa.
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Tabla 7
Anticuerpos | Tincion de amiloide de placa senil
301-11 Neg
301-17 Neg
Control positivo 6E10 Fuertemente positivo
Ejemplo 5

Anticuerpos recombinantes IgG1 e IqG2a

Se prepararon construcciones recombinantes de IgG1 e IgG2a 301-17 injertando las CDR de 301-17 derivadas de hibridoma

en una estructura principal de IgG1 o IgG2a murina (WuXi, Biologics). Las secuencias se proporcionan en la tabla 8.

Tabla 8 - Secuencias de cadena pesada y cadena ligera para los isotipos 301-17

Anticuerpo
e isotipo

Secuencia de ADNc

Secuencia polipeptidica

301-17
IgG1

Id. de sec.
n.° 90, 91
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P
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301-17 CAGGTGCAGCTGCAGCAGCCTGECGCT GAGCT GETCGAAGCCTGGA OVOLOQPGAELVKPGA
IgG2a GCCTCCGTGAAGATETCCTGCARGGCCTCCGGCTACTCCTTCACT SVKMSCKASGYSFTSY
Id. de sec. | AGCTACTGGATCAACTGGETGARGCAGAGGCCCGGACAGGGCCTE WINWVKQRPGQGLEWI
n.° 92, 93 | GACTEGATTGGAGACGTGCACCCTGGCCGGEEAGTGTCCACCTAC GDVHPGRGVSTYNAKF
AACGCCAAGTTCARGTCCAAGGCCACCCTGACCCTGGACACCTCC KSKATLTLDTSSSTAY
AGCTCCACCGCCTACATGCAGCTETCCTCCCTGACCTCCGAGEAC MQLSSLTSEDSAVYYC
TCCGCCGTGTACTACTGCAGCAGGTCCCACGGCARCACCTACTGE SRSHGNTYWEFDVWGA
TTTTTCGACGTGT GGGGCGCCGEGARCCACAGTGACCGTGTCCTCC GTTVTVSSAKTTAPSY
GCCARAAACAACAGCCCCATCGETCTAT CCACTGGCCCCTGTGTGT YPLAPVCGDTTGSSVT
GGAGATACAACT GEGCTCCTCGETGACT CTAGGATGCCTGGTCAAG LGCLVKGYFPEDPVTLT
GGTTATTTCCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATCC WNSGSLSSGVHTFPAY
CTGTCCAGTGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGAC 1,0SDLYTLSSSVTVTS
CTCTACACCCTCAGCAGCTCAGTGACT GTARCCTCGAGCACCTGE STWPSQSITCNVAHPA
CCCAGCCAGTCCATCACCTGCARTGTGGCCCACCCGGCAAGCAGT SSTKVDKKIEPRGPTI
ACCARGGT GGACAAGAAAATTGAGCCCAGAGGGCCCACAATCARAG KPCPPCKCPAPNLLGG
CCCTGTCCTCCAT GCARATGCCCAGCACCTARCCTCTTGGGTGGA PSVFIFPPKIKDVIMI
CCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCARAGATCAAGGATGTACTCATG SLEPIVTCVVVDVSED
ATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGT GTGGTGGTGGATGTGAGC DPDVQTSWEVNNVEVH
GAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTE TAQTQTHREDYNSTLR
GARGTACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAAC VVSALPTOHODWMEGK
AGTACTCTCCGEETEGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGEAC EFKCKVNNKDLPAPTE
TGGATGAGT GGCAAGGAGT TCARATGCARGGTCARCAACAARGAC RTISKPKGSVRAPOVY
CTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCARARCCCARAGGGTCA VLPPPEEEMTKKQVTL
GTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCAGARAGARGAG TCMVTDFMPEDI YVEW
ATGACTAAGAAACAGGT CACTCTGACCTGCATGETCACAGACTTC TNNGKTELNYKNTE PV
ATGCCTGARGACATTTACGTGCAGTGGACCAACARCGGGARAACA 1. DSDGSYFMY SKLRVE
GAGCTAAACTACAAGAACACTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGT KKNWVERNSYSCSVVH
TCTTACTTCATGTACAGCAAGCT GAGAGTGGARAAGAAGAACT GG EGLANHHTTKSFSRTP
GTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTE GK
CACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTARA
TGATGA
301-17 GATGTGCTGATGACCCAGACCCCTCTGTCCCTGCCTETGTCCCTE DVIMTQTPLSLPVSLG
Kappa GGCGATCAGGCCAGCATCTCCTGCAGETCCTCCCACTCCATCETG DOASISCRSSQSIVHES
Id. de sec. | CRCTCCARCGGCRACACCTACCTGGAGT GGTACCTGCAGARGCCT NGNTYLEWYLOKPGQS
n.° 94, 95 | GGCCAGTCCCCCAAGCTGCTGATCTACARGGTGTCCARCCEGTTC PKLLIYKVSNRESGVP
TCCGGECGTGCCCGATAGGTTCTCCGGATCCGGECTCCGGCATCCGAC DRFSGSGSGTDETLKI
TTTACCCTGARGATCTCCAGGGT GGAGGCCGAGEACCTEGGCETSE SRVEAEDLGVYYCFQOG
TACTACTGCTTTCAGGGCTCCCACETGCCCTTCACCTTCGECTCC SHYPFTFGSGTKLE IK
GGCACCAAGCTGGAGAT CAAGCEGECT GATGCTGCACCAACTGTA RADAAPTVSIFPESSE
TCCATCTTCCCACCATCCACTGAGCAGTTAACAT CTGGAGETGCC OLTSGGASVVCELNNE
TCAGTCGTGTGCTTCTTGAACARCTTCTACCCCARAGACATCAAT YPKDINVEWKIDGSER
GTCAAGT GGAAGATTGAT GGCAGTGARCGACARAAT GGCGTCCTE ONGVLNSWTDODSKDS
AACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAANGACAGCACCTACAGCATG TYSMSSTLTLTKDEYE
AGCAGCACCCTCACGETTGACCARGGACGAGTATGAACGACATAAC RINSYTCEATHKTSTS
AGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACAT CAACTTCACCCATT PIVKSFNRNEC
GTCAAGAGCTTCAACAGEAAT GAGTGTTGATGA

Los anticuerpos 301-17 IgG1 e IgG2a recombinantes se analizaron y compararon con el anticuerpo 1gG3 purificado
con hibridoma original para determinar las caracteristicas de unién como se describe a continuacién.

Unidn del biosensor de proteina IgG2a 301-17 (BioRad) a AbQO: Se capturaron 301-17 IgG2a recombinante y 301-
17 IgG3 purificada con hibridoma con IgG anti-ratén o acoplamiento de amina en chips de sensor Proteon GLM y
se analizaron para determinar la unién de AbO (SynAging AbQO). Se usaron diluciones de AbO 3 veces: 1 UM,
0,33 uM, 0,11 M, 37 nM, 12,3 nM. El tamp6n de ensayo fue PBS-E + Tween 20 + 2 mg/ml de BSA.

Resultados:
Los valores cinéticos aproximados fueron:
Hibridoma:
KD = 26.9 nM
Anticuerpo 1gG2a-301-17: KD = 16,2 - 19,5 nM. No se detectd union con IgG de ratdn de control.
301-17 IgG2a ProteOn Biosensor (BioRad) Union al epitopo del péptido ciclico: La |gG2a 301-17 recombinante se

acoplé con amina al chip biosensor Proteon GLH y se analizé su union al ciclopéptido de la Id. de sec. n.% 2 acoplado
a BSA. Se usaron diluciones triples de ciclo-BSA desde 9 nM hasta 111 pM. El tampén de ensayo fue PBS-E + Tween
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al 0,05 % + BSA 10 mg/ml. Se encontré que el anticuerpo 301-17 IgG2a se une al péptido ciclico (Id. de sec. n.% 12)
conjugado con BSA con una KD aproximada de 17 pM (promedio de 3 pruebas). Se detecté una unién nula o
insignificante para otros anticuerpos Abeta comerciales probados (pan-Abeta 6E10, Biolegend) y anticuerpos anti-
Abeta de conejo (D54D2, Cell Signaling; ab201060, (abcam; NBP1-78007, Novus).

Unién de 301-17 IgG1 MAAS-2 a AbQO: Se inmovilizaron 301-17 IgG1 recombinante y 301-17 IgG3 purificada con
hibridoma en chips sensores MAAS-2 y se analiz6 su unién a AbO (SynAging) a 1 uM. En las condiciones analizadas,
el anticuerpo IgG1 301-17 recombinante dio una sefial mayor que el anticuerpo purificado con hibridoma en 2 pruebas
(40-55 BRU frente a 15-25 BRU, respectivamente). Se detecté poca o ninguna uniéon con la IgG de ratén de control.

Unién de 301-17 IgG1 MAAS-2 al epitopo del péptido ciclico: Se inmovilizé 1IgG1 301-17 recombinante en un chip sensor
MAAS-2 y se analiz6 su union al ciclopéptido de la Id. de sec. n.®: 12 acoplado a BSA a pH 6,5, 7,5 u 8,0. Se observaron
niveles de unién equivalentemente altos para 301-17 IgG1 en las 3 condiciones de pH (-400 BRU). Se detectd poca o
ninguna unién en cualquiera de las condiciones de pH para la IgG de ratdén de control o el anticuerpo pan-Abeta 6E10
(Biolegend)

Ejemplo 6
Inhibicién de la propagacién de oligobmeros

La funcionalidad biolégica de los anticuerpos se prob6 in vitro examinando sus efectos sobre la agregaciéon de beta
amiloide (AB) usando el ensayo de unién de tioflavina T (ThT). La agregacion de Ap es inducida y propagada a través de
nucleos de oligdbmeros de AR pequefios preformados, y el proceso completo desde Ap monomérico hasta oligbmeros
solubles vy fibrillas insolubles se acompafia de un aumento concomitante de la formacion de laminas beta. Esto puede
controlarse mediante ThT, una sal de benzotiazol, cuyos maximos de excitacion y emisién cambian de 385 a 450 nm y
de 445 a 482 nm, respectivamente, cuando se unen a estructuras ricas en laminas beta, lo que da como resultado una
mayor fluorescencia. Brevemente, se solubilizé AR 1-42 (Bachem Americas Inc., Torrance, CA), se sonico, se diluyé en
tampon Tris-EDTA (pH 7,4) y se afiadi6 a pocillos de una placa de microtitulacién de 96 pocillos negra (Greiner Bio-One,
Monroe, NC) a los que se afiadieron volimenes iguales de anticuerpo generado con ciclopéptido o controles de isotipo
de anticuerpo IgG de ratdn irrelevante, dando como resultado una relacién molar de 1:5 de péptido AB1-42 a anticuerpo.
Se afiadié ThT y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas, con mediciones de fluorescencia de
ThT (excitacion a 440 nm, emisién a 486 nm) registradas cada hora usando un contador multietiqueta Wallac Victor3v
1420 (PerkinElmer, Waltham, MA). Las lecturas fluorescentes del tampén de fondo se restaron de todos los pocillos y las
lecturas de los pocillos de anticuerpos Gnicamente se restaron de los pocillos correspondientes.

La agregaciéon de AB42, monitoreada por fluorescencia ThT, demostré una forma sigmoidea caracterizada por una fase de
retraso inicial con fluorescencia minima, una fase exponencial con un rapido aumento de la fluorescencia y finalmente una
fase de meseta durante la cual las especies moleculares de AB estan en equilibrio y durante la cual no No hay aumento de
la fluorescencia. La coincubacién de AB42 con un anticuerpo de ratén irrelevante no tuvo ningun efecto significativo sobre el
proceso de agregacion. Por el contrario, la coincubacion de AB42 con los anticuerpos de prueba inhibié completamente
todas las fases del proceso de agregacion. Los resultados obtenidos con el anticuerpo 301-11 se muestran en la Figura 1.

Se obtuvieron resultados casi idénticos con 301-17 y 301-3.

Como el ensayo de agregacion de ThT imita las etapas biofisicas/bioquimicas in vivo de la propagacion de AB y la
agregacion de mondémeros, oligomeros, protofibrillas y fibrillas que son fundamentales en la patogénesis de la EA, los
anticuerpos demuestran el potencial de anular completamente este proceso. El control de isotipo realizado con
anticuerpo de control IgG de ratén no mostr6 inhibicién.

Ejemplo 7

Ensayo de inhibicién de la toxicidad.

La inhibicién de la toxicidad de los oligdmeros A-betad42 por anticuerpos se puede probar en un ensayo de neurona
cortical primaria de rata.

El anticuerpo y la IgG de control se ajustan cada uno a una concentracion tal como 2 mg/ml. Se prueban diversas
proporciones molares de oligdbmero A-beta y anticuerpo junto con un control de vehiculo, oligbmero A-beta solo y
un control positivo como el péptido neuroprotector humanina HNG.

En la tabla 9 se muestra una configuracién a modo de gjemplo.
Después de una preincubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente, se ajusta el volumen a 840 microlitros
con medio de cultivo. La solucién se incuba durante 5 min a 37°C. Luego, la solucion se afiade directamente a las

neuronas corticales primarias y las células se incuban durante 24 h. La viabilidad celular se puede determinar
mediante el ensayo MTT.
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Tabla 9

Razén molar ABO / MAB | ABO (ul} | ABO (M) | AB (uM) | AB (ul) | Medio (pl) | Volumen final (pl)

5/1 1,68 4,2 0,84 12,73 185,6 200
11 1,68 4,2 4,20 63,64 134,7 200
1/2 1,68 4,2 8,4 127,27 711 200

Solucién de trabajo de ABO: 2,2 mg/ml - 500 pM

CTRL vehiculo:| 1,68 ul de tampén oligémero + 127,3 ul de PBS + 711 pl de medio de cultivo
CTRL ABO: 1,68 pl de ABO + 127,3 ul de PBS + 711 pl de medio de cultivo

1,68 pl de ABO + 8,4 pul de HNG (100 nM final) + 127,3 pl de PBS + 702,6 pl de
cultivo

CTRL HNG: medio

En ausencia de oligdmeros A-beta, el anticuerpo 301-17 por si solo no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad de las
células neuronales. Cuando se incub6 en presencia de oligdmeros A-beta, el anticuerpo inhibié la muerte neuronal
inducida por el oligémero A-beta en todas las proporciones molares analizadas.

Ejemplo 8
Ensayo de inhibicién de la toxicidad in vivo

La inhibicién de la toxicidad de los oligbmeros A-betad42 por los anticuerpos se puede probar in vivo en ensayos de
comportamiento en ratones.

Reconocimiento de objetos novedosos (NOR)

El modelo de reconocimiento de objetos novedosos (NOR) utiliza el comportamiento normal de los roedores para
investigar objetos novedosos durante un tiempo significativamente mas largo que los objetos conocidos. Esta prueba
evalla la memoria de reconocimiento de elementos y su equivalente humano es la comparacion visual por pares
(VPC). El reconocimiento de objetos estd mediado por la corteza perirrinal en roedores, primates y humanos. La
patologia de la EA se desarrolla primero en la corteza perirrinal y entorinal antes del hipocampo. La tarea VPC detecta
el déficit de memoria en el deterioro cognitivo leve (DCL) y esta tarea predice la conversién de DCL a EA (16).

Resultados:

El ensayo fue realizado por (SynAging SAS, Vandoeuvre-lés-Nancy, Francia). A doce ratones C57BL6J por grupo
(11-12 semanas de edad) se les inyecté ICV con vehiculo (tampoén usado para la oligomerizacién de AB) o ApO
(50 pmol) en presencia de vehiculo (PBS) o anticuerpo 301-17 el dia 0. El rendimiento cognitivo de todos los ratones
se determiné mediante una prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NOR) realizada en los dias +7 y +8.

El estudio, realizado a ciegas para los operadores, involucré a un total de 48 ratones divididos en cuatro grupos
experimentales con 12 ratones por grupo experimental. Todos los animales recibieron una inyeccién ICV (nica (y
unilateral) de vehiculo O ABO en ausencia o presencia de anticuerpo en un volumen total de 5 pl. Los grupos
experimentales se definieron de |a siguiente manera:

. GRUPO A (CTRL vehiculo): Inyeccién ICV del vehiculo (n = 12)

. GRUPO B (CTRL ABO): Inyeccién ICV de ABO (n = 12)

. GRUPO C (Anticuerpo CTRL): Inyeccién ICV de ABO + anticuerpo (n = 12)
. GRUPO D (Tratamiento): Inyeccién ICV de ABO + anticuerpo (n = 12)

Antes de la inyeccion de ICV, se incubaron 4 pl de anticuerpo 1 (es decir, 112 pmol) durante 30 minutos a temperatura
ambiente con 1 pl de vehiculo (es decir, tampén para la oligomerizacién de AB) o 1pul de ABO (50 pmol)
correspondiente a una razén molar de anticuerpo/ABQO de 2,24.

El dia 0, los ratones recibieron una Unica inyeccion ICV de 5 pl de vehiculo o ABO en presencia de vehiculo o anticuerpo.
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La prueba NOR se realizé en un ensayo con los 48 ratones en los dias +7 y +8. Un dia antes de la prueba cognitiva (es
decir, el dia +7), los ratones se habitian durante una prueba de 10 minutos durante la cual se colocan en un campo abierto
y vacio. El dia de la prueba cognitiva (es decir, dia +8), los animales se colocan en el mismo campo abierto y se les permite
explorar libremente dos objetos idénticos durante una prueba de cinco minutos (prueba de adquisicion). Luego, los animales
se devuelven a su jaula de origen durante un tiempo entre pruebas de cinco minutos. Durante la prueba de retencion, a los
animales se les permite explorar dos objetos diferentes: el mismo objeto familiar y un objeto nuevo. Durante este tiempo, el
experimentador, ciego al tratamiento, registra el tiempo que el ratdn esta explorando activamente cada objeto. Todas las
pruebas se graban en video (software Smart v3.0, Bioseb). Luego se genera un indice de discriminacion (Dl): (DI} = (tiempo
explorando objeto novedoso -tiempo explorando objeto familiar) / tiempo total de exploracién. Si el tiempo total de exploracién
es £ 5, los animales quedan excluidos del calculo del indice de discriminacion y del andlisis estadistico.

Los ratones del grupo de control del vehiculo (Grupo A} mostraron un comportamiento normal con un indice de discriminacion
medio de 0,443 * 0,053. Estos resultados concuerdan con observaciones previas de grupos de control similares en
SynAging. Como se esperaba, una Unica inyeccién ICV de ABO (Grupo B) resulté en un deterioro significativo (p<0,0001)
del rendimiento cognitivo en comparacién con los ratones de control con vehiculo; con un indice de discriminacién medio de
-0,062 + 0,048. Los ratones inyectados con ApO no pudieron discriminar entre objetos nuevos y familiares.

Se encontré que los ratones a los que se les administré anticuerpos en presencia de vehiculo (Grupo C) exhibieron
un rendimiento cognitivo normal con un indice de discriminacién medio de 0,439 + 0,049. Estos ratones no fueron
significativamente diferentes de los ratones de control con vehiculo (p = 0,9163) y significativamente diferentes de
los ratones inyectados con ABO (p <0,0001).

Cuando se inyect6 conjuntamente con ABQO, el anticuerpo previno por completo los déficits cognitivos inducidos por ARO
en la prueba NOR. De hecho, los ratones del grupo D exhibieron un indice de discriminacion medio de 0,481 + 0,055, no
diferente de los ratones de control (p=0,6126) pero si diferente de los ratones inyectados con ABO (p=0,0002). En
conjunto, los datos sugieren que el anticuerpo 301-17 ofrecia proteccion contra los déficits cognitivos inducidos por ABQ.

Marcadores sinapticos

Ademas de los ensayos de comportamiento, se puede recolectar y analizar tejido cerebral para determinar los niveles de
marcadores sinapticos (PSD95, SNAP25, sinaptofisina) y marcadores de inflamacién (IL-1-beta y TNF-alfa). Los ratones se
sacrifican aproximadamente 14 dias después de la inyeccién de oligbmeros con ICV y se perfunden con solucién salina. Los
hipocampos se recogen, se congelan rapidamente y se almacenan a -80 °C hasta su andlisis. Las concentraciones de
proteinas de las muestras homogeneizadas se determinan mediante BCA. La concentracion de marcadores sinapticos se
determina utilizando kits ELISA (Cloud-Clone Corp, EE. UU.). Normalmente, los marcadores sinapticos se reducen entre un
25 y un 30 % en ratones inyectados con oligbmeros A-beta y se restablecen entre un 90 y un 100 % mediante el control
positivo de humanina. Las concentraciones de los marcadores inflamatorios IL-1-beta aumentan aproximadamente 3 veces
en ratones inyectados con oligémeros A-beta y la humanina previene en gran medida este aumento.

Los cerebros se recogen de ratones que se sometieron a pruebas de comportamiento.

El hipocampo (estructura relevante para la formacién de la memoria) se disecciona y se homogeneiza en un tampon
RIPA que contiene un coctel antiproteasa. El tejido se lisa mediante 3 ciclos de congelaciéon y descongelacion
realizados en nitrégeno liquido y un bafio de agua a 37 °C y los sobrenadantes se recuperan después de centrifugar.

El lisado se puede analizar para determinar los niveles de TNF-alfa (aumenta con la inflamacion) y los niveles de
los marcadores sinapticos PSD-95 y SNAP-25 (que disminuyen cuando hay dafio sinaptico).

El anticuerpo mostré una proteccién completa en el ensayo de comportamiento. Se espera que los cerebros también
muestren una mejora en los niveles de SNAP25 y PSD-95 y una disminucién en los niveles de TNF-alfa en el cerebro.

Ejemplo 9
Ensayo de inhibicién de la propagacion in vivo

La propagacion in vivo de oligbmeros toxicos A-beta y la patologia asociada se pueden estudiar en diversos modelos
de roedores de la enfermedad de Alzheimer (EA). Por ejemplo, los ratones transgénicos para APP humana (por
ejemplo, ratones APP23) o APP humana y PSEN1 (ratones APPPS1) expresan niveles elevados de A-beta y
exhiben una deposicion gradual de amiloide con la edad acompafiada de inflamacién y dafio neuronal. La
inoculacion intracerebral de extractos de cerebro que contienen oligbmeros puede acelerar significativamente este
proceso (13, 14). Estos modelos proporcionan un sistema para estudiar la inhibicién de la propagacién del oligomero
A-beta mediante anticuerpos de prueba administrados por via intracerebral o sistémica.

Tabla 10 Secuencias y compuestos A-beta
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1)

HHQK (Id. de sec. n.* 7)

CGHHQKG, ciclo(CGHHQKG) (Id. de sec. n.*:
12)

Tabla 11

A-beta 1-42 humano
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA (Id. de sec. n.°: 73)

Ejemplo 12

Anticuerpos recombinantes (HHQK) Se prepararon constructos recombinantes de IgG1 e IgG2a 301-17 injertando la
region variable de 301-17 derivado de hibridoma en una estructura principal de IgG1 o IgG2a murina (WuXi, Biologics).

Los anticuerpos 301-17 IgG1 e IgG2a se analizaron y compararon con el anticuerpo 1gG3 purificado con hibridoma
original para determinar las caracteristicas de unién como se describe a continuacién.

Unidn del biosensor de proteina IgG2a 301-17 (BioRad) a AbQO: Se capturaron 301-17 IgG2a recombinante y 301-
17 IgG3 purificada con hibridoma con IgG anti-ratén o acoplamiento de amina en chips de sensor Proteon GLM y
se analizaron para determinar la unién de AbO (SynAging AbQO). Se usaron diluciones de AbO 3 veces: 1 UM,
0,33 uM, 0,11 M, 37 nM, 12,3 nM. El tamp6n de ensayo fue PBS-E + Tween 20 + 2 mg/ml de BSA.

Resultados:

Los valores cinéticos aproximados fueron:

Hibridoma: KD = 26,9 nM

Anticuerpo 1gG2a-301-17: KD = 16,2 - 19,5 nM

No se detect6 unién con la IgG de ratén de control.

La IgG1 301-17 recombinante tenia una KD similar a la del recombinante IgG2a.

301-17 IgG2a ProteOn Biosensor (BioRad) Unién al epitopo del peptido ciclico: La IgG2a 301-17 recombinante se
acoplé con amina al chip biosensor Proteon GLH y se analizé su union al ciclopéptido de la Id. de sec. n.% 2 acoplado
a BSA. Se usaron diluciones triples de ciclo-BSA desde 9 nM hasta 111 pM. El tampén de ensayo fue PBS-E + Tween
al 0,05 % + BSA 10 mg/ml. Se encontré que el anticuerpo 301-17 IgG2a se une al péptido ciclico (Id. de sec. n.°: 2)
conjugado con BSA con una KD aproximada de 17 pM (promedio de 3 pruebas). Se detecté una unién nula o

insignificante para otros anticuerpos Abeta comerciales probados (pan-Abeta 6E10, Biolegend) y anticuerpos anti-
Abeta de conejo (D54D2, Cell Signaling; ab201060, (abcam; NBP1-78007, Novus).

Unién de 301-17 IgG1 MAAS-2 a AbQO: Se inmovilizaron 301-17 IgG1 recombinante y 301-17 IgG3 purificada con
hibridoma en chips sensores MAAS-2 y se analiz6 su unién a AbO (SynAging) a 1 uM. En las condiciones analizadas,
el anticuerpo IgG1 301-17 recombinante dio una sefial mayor que el anticuerpo purificado con hibridoma en 2 pruebas
(40-55 BRU frente a 15-25 BRU, respectivamente). Se detecté poca o ninguna uniéon con la IgG de ratén de control.

Union de 301-17 IgG1 MAAS-2 al epitopo del péptido ciclico: Se inmovilizé IgG1 301-17 recombinante en un chip sensor
MAAS-2 y se analizé su unién al ciclopéptido de la Id. de sec. n.”: 2 acoplado a BSA a pH 6,5, 7,5 u 8,0. Se observaron
niveles de unién equivalentemente altos para 301-17 IgG1 en las 3 condiciones de pH (-400 BRU). Se detecté poca o
ninguna unioén en cualquiera de las condiciones de pH para la IgG de ratdén de control o el anticuerpo pan-Abeta 6E10
(Biolegend)

Ejemplo 13

Unién de anticuerpos humanizados en extractos de cerebro solubles

Métodos

Conjunto de extractos de cerebro solubles inyectados a 0,5 ml/min a través de una columna de HPLC Superdex
75(10/300) durante 50 minutos y fracciones de 0,25 ml recogidas:
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Los extractos solubles de cerebro humano con EA se separaron en fracciones LMW (<70 kDa) y de alto peso
molecular (HMW; >70 kDa) mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC). La unién del anticuerpo a las
fracciones SEC se evalu6 mediante resonancia de plasmén superficial (SPR).

Especificamente, se concentraron las fracciones combinadas y se determind la concentracién de proteina total
mediante ensayo BCA. Las fracciones combinadas se diluyeron a 100 ug/ml y se inyectaron sobre anticuerpos
inmovilizados en un chip sensor de MASS2.

Resultados

El fraccionamiento SEC de extractos solubles de cerebro humano con EA dio lugar a un patron reproducible con
picos de BPM consistentes con la presencia de dimeros, tetrameros y dodecameros supuestamente téxicos. Se
compar6 el anticuerpo humanizado de 301-17 (VH2 Vk5) (Id. de sec. n.°: 45, 46 y la Id. de sec. n.®: 65, 66) con la
version monoclonal de ratén (301-17; tabla 3) y otros anticuerpos A-beta.

Como se muestra en la Figura 2, el anticuerpo monoclonal de ratén 301-17 y el aducanumab muestran una uniéon
equivalente a la fraccion BPM enriquecida con oligobmeros tdéxicos del extracto soluble de cerebro humano con EA.

El analisis SPR mostré una union preferencial del 301-17 humanizado a la fraccién LMW enriquecida con oligémeros
toxicos en comparacioén con aducanumab y bapineuzumab. La respuesta de unién del 301-17 humanizado para la
fraccién LMW fue entre -1,5 y 2 veces mayor que la obtenida con aducanumab.

Ejemplo 14

Métodos: Se tifieron secciones de cerebro humano con EA congeladas con 301-17 humanizado y otros anticuerpos
dirigidos por Abeta para evaluar el grado de unién a la placa parenquimatosa de Abeta y a los depésitos vasculares
de A beta.

Resultados: Se observé una unién clara de Abeta parenquimatosa y vascular en el cerebro con EA con
aducanumab y bapineuzumab, lo que coincide con la aparicién clinica de ARIA asociada con estos anticuerpos. En
comparacioén, no se observo inmunorreactividad de los depositos de Abeta con 301-17 humanizado (VH2VK5).

Conclusiones: Los resultados obtenidos con material de pacientes con EA (ej. 13 y 14) sugieren que el 301-17
humanizado puede lograr una mayor potencia terapéutica en comparacién con otros anticuerpos dirigidos contra
EA debido a: 1) direccionamiento selectivo de oligémeros de BPM toxicos solubles y 2) riesgo reducido de ARIA, lo
que permite la administracién segura de dosis mas altas de anticuerpos. Estos datos se muestran en la Figura 3.

Ejemplo 15
Monoémeros y oligémeros de AR

El péptido Ap42 recombinante (California Peptide, Salt Lake City UT, EE. UU.) se disolvié en hexafluoroisopropanol
(HFIP) helado. El HFIP se eliminé por evaporacién durante la noche y se sec6 en una centrifuga SpeedVac. Para
preparar monémeros, la pelicula peptidica se reconstituyé en DMSO hasta 5 mM, se diluyé aiin mas hasta 100 pM en
agua destilada (dH20) y se usé inmediatamente. Los oligdmeros se prepararon diluyendo la solucién de péptido
DMSO 5 mM en medio F12 sin rojo fenol (Life Technologies Inc., Burlington ON, Canada) hasta una concentracioén
final de 100 uM y se incubaron durante 24 horas a 4 °C seguido de su uso inmediato o almacenamiento a -80°C.

Extracto de cerebro

Se obtuvieron tejidos cerebrales de 11 pacientes humanos diferentes con EA del Banco de Cerebros y Tejidos de la
Universidad de Maryland y del Dr. Jiri Safar de la Universidad Case Western Reserve (Cleveland, Ohio, EE. UU.). El
diagnéstico clinico de EA se bas6 en los criterios NINCDS-ADRDA. Se pesaron muestras de la corteza frontal y
posteriormente se sumergieron en un volumen de tampoén TBS fresco helado y coctel inhibidor de proteasa sin EDTA de
Roche Diagnostics (Laval QC, Canada) de tal modo que la concentracion final de tejido cerebral fuera del 20 % (p/v).). El
tejido se homogeneizé en este tampén usando un homogeneizador de sonda mecanica (pulsos de 3 x 30 segundos con
pausas de 30 segundos entre ellos, todos realizados en hielo). Luego, las muestras homogeneizadas con TBS se
sometieron a ultracentrifugacion durante 90 minutos. Los sobrenadantes (extractos solubles) se recogieron, se dividieron
en alicuotas y se almacenaron a -80 °C. La concentracion de proteina se determiné mediante un ensayo de proteina de
acido bicinconinico (BCA). En cada analisis se usaron conjuntos de extractos cerebrales de 3 a 8 pacientes.

Cromatografia de exclusién por tamafio
Se inyectaron extractos de cerebro solubles combinados a 0,5 ml/min a través de una columna de HPLC Superdex 75

(10/300) durante 50 minutos y se recogieron fracciones de 0,25 ml. Los marcadores de peso molecular (MW) se
procesaron por separado. Los picos de proteina se controlaron mediante absorbancia a D.O. 280 nm. Las fracciones
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correspondientes a un MW de ~8 kDa a ~70 kDa se combinaron en una fraccién de bajo peso molecular (BPM). Los
monoémeros AR (MW ~4.5 kDa) se excluyeron de la fraccion LMW. Las fracciones correspondientes a un MW de >70
kDa a ~700 kDa se combinaron en una fraccién de alto peso molecular (HMW). Se concentraron las fracciones LMW
y HMW y se determiné la concentracion de proteina total en un ensayo BCA. Después, las fracciones se diluyeron en
tampoén PBS-EP, BSA (2 mg/ml) hasta 100 pug/ml para analisis de resonancia de plasmoén superficial (SPR).

Medicion de Ap total y Ap agregado en extracto de cerebro

La cantidad de AB agregado y Ap total (mondmeros y agregados) en las fracciones LMW y HMW de extractos solubles
de cerebro humano con EA combinados (combinacion de 3 cerebros) se midieron en QPS (Grambach, Austria). Las
cantidades totales de AB38, 40 y 42 se determinaron en un ensayo inmunoabsorbente comercial (MSD, Rockville MD,
EE. UU.) usando patrones peptidicos. Los niveles de AB agregado se midieron usando el ensayo Amorfix Aggregated
AB Assay (Ad). Brevemente, el Ap agregado se separd del AR monomérico a través de la matriz de la placa de
desagregacion Amorfix. Mientras que los oligémeros se adhieren a la matriz, los monémeros se encuentran en el flujo.
Después de dos etapas de lavado, los agregados de AP unidos se monomerizan y eluyen con HFIP. El AB
monomerizado en el eluato de HFIP se secé bajo una campana extractora hasta la evaporacion completa del HFIP y
se resuspendié en tampon de ensayo. La medicién de los agregados de Ap monomerizados resueltos se llevé a cabo
en el ensayo MSD para AB38, 40 y 42. La concentracién de proteina total en las fracciones de cerebro LMW y HMW
se midié mediante BCA y los resultados se expresan como pg de especies de AB por mg de proteina total.

Analisis de resonancia de plasmén superficial

Las mediciones de resonancia de plasmon superficial se realizaron usando un sistema de deteccion de afinidad molecular
(Sierra Sensors GmbH, Hamburgo, Alemania). Los anticuerpos purificados se inmovilizaron en chips sensores. Se
inyectaron sobre las superficies preparaciones de monémeros peptidicos de AB, oligémeros de AB sintéticos o extractos
solubles combinados de cerebro de AD humano (100 pg/ml) seguido de una fase de disociacién. Los sensorgramas se
restaron con doble referencia. Los resultados de SPR mostrados se replicaron en 2-8 estudios independientes.

Inmunohistoquimica

Se expusieron secciones de cerebro con EA congeladas frescas a tampén citrato de recuperacion de antigenos (Target
Retrieval Solution, Dako, Santa Clara CA, EE. UU.) durante 20 minutos y se incubaron en una camara humidificada con
reactivo de bloqueo de proteinas sin suero (Dako) durante 1 hora para bloquear tincion especifica. Las secciones se
incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpos primarios (mu301-17, hu 301-17, aducanumab, bapineuzumab,
controles de isotipo) a 1 pg/mly se lavaron 3 veces durante 5 minutos en solucién salina tamponada con Tris que contenia
TritonX al 0,1 %-100 (TBS-T) tampén. Anticuerpo de conejo anti-IgG humana conjugado con HRP secundario (0,4 pug/ml;
Abcam, San Francisco CA, EE. UU.) o anticuerpo de oveja anti-IgG de ratén (diluciéon 1:1000; GE Healthcare, Chicago
IL, EE. UU.) se afiadieron anticuerpos a las secciones y se incubaron durante 1 hora, seguido de 3 lavados en tampén
TBS-T. También se afiadié anticuerpo secundario a las secciones que no estuvieron expuestas al anticuerpo primario
como control negativo. Luego se afiadid a las secciones el sustrato de la enzima HRP, reactivo cromogeno
biaminobezidina (DAB) (Vector Laboratories, Burlingame CA, EE. UU.), seguido de enjuague con agua destilada. Las
secciones se fifieron con hematoxilina QS (Vector Laboratories, Burlingame CA, EE. UU.). Los portaobjetos se
examinaron bajo un microscopio 6ptico (Zeiss Axiovert 200M, Carl Zeiss Toronto ON, Canadd) y se capturaron imagenes
representativas utilizando una camara digital y un software Leica DC300 (Leica Microsystems Canada Inc., Vaughan ON,
Canadd). Las imagenes mostradas son representativas de los resultados obtenidos con 3 cerebros con EA diferentes.

Exposicion del sistema nervioso central

A ratones APP/PS1 (APPswe/PSEN1dE9) envejecidos y comparfieros de camada de tipo natural (WT) (54-71 semanas de
edad) se les inyect6 por via intraperitoneal (ip) 30 mg/kg de hu 301-17, aducanumab o vehiculo (PBS) como control negativo.
Se recogid plasma antes del tratamiento y los dias 1, 7, 14 y 21 para evaluar los niveles circulantes de IgG humana. Los
animales se sacrificaron inmediatamente después de la recoleccién de plasma y la perfusion de PBS. Luego se recogieron
los cerebros y se congelaron instantaneamente. Los cerebros y el plasma se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Se
generaron homogeneizados de cerebro (10 % p/v) en tampén RIPA con un homogeneizador de tejido Omni (Omni
International, Inc. Kennesaw, GA, EE. UU.), a la mitad de potencia durante 30 segundos, tres veces. Luego se sonicaron los
homogeneizados durante 15 segundos a la mitad de potencia, seguido de la eliminacion de los residuos mediante
centrifugacién (2.000 xg). Los niveles de IgG humana en plasma (dilucién 1:10.000) y homogeneizados cerebrales (dilucién
1:5) de ratones individuales se midieron utilizando el ELISA Human IgG Immunotek (Zeptomatrix, Buffalo NY, EE. UU.)
segun las instrucciones del fabricante. Los resultados se expresan como media pg/ml (plasma) o ng/g (cerebro) tEEM

Resultados
Comparacion del perfil de unién de 301-17 humanizado con otros anticuerpos dirigidos a Ap

El anticuerpo humanizado VH2Vk5 del isotipo IgG4 (mutaciéon bisagra S241P) se compard con otros anticuerpos. El
anticuerpo humanizado retuvo la unién selectiva para los monémeros sintéticos de ABO frente a Ap segun lo evaluado
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por SPR, asi como la falta de unién a placa mediante inmunohistoquimica en secciones congeladas de cerebro con EA.
Como se muestra en la Figura 3, los anticuerpos dirigidos a AB, bapineuzumab y aducanumab, que se sabe que se unen
a fibrillas, mostraron una tincién intensa de la placa parenquimatosa de A y de los depdsitos vasculares, mientras que
ni el monoclonal original (mu 301-17) ni el 301-17 humanizado mostraron ninguna tincién sobre el fondo. Se obtuvieron
resultados similares con secciones de cerebro de ratones transgénicos APP/PS1 transgénicos envejecidos. La unién a
la placa y a los depositos vasculares en ensayos clinicos de EA se ha asociado con la induccion de anomalias en las
imagenes relacionadas con el amiloide debido a edema (ARIA-E) y microhemorragias (ARIA-H).

Union de hu301-17 a extractos de cerebro de AD solubles enriquecidos con oligdmeros Ap toxicos de bajo peso molecular

El examen de especies de AR soluble en extractos de cerebro de EA realizado por varios investigadores ha indicado
que la actividad neurotdxica reside principalmente en la fracciéon de bajo peso molecular (LMW) de ABO (dimeros,
trimeros, tetrameros, dodecameros), mientras que los agregados de alto peso molecular (HMW) se encuentran en
gran medida. inertes aunque, segun se informa, pueden disociarse en especies de LMW. Por lo tanto, se realizd
cromatografia de exclusién molecular (SEC) de extractos solubles agrupados de cerebros con EA. El fraccionamiento
SEC del extracto soluble de cerebro con EA dio lugar a un patrén altamente reproducible con picos de proteinas en
las regiones de PM que se esperaba que contuvieran LMW ABO (Figura 4a). Las fracciones correspondientes a ~8 -
70 kDa se agruparon en una fraccién de LMW que se esperaba que contuviera ABO en el intervalo de dimero a
dodecamero y excluyendo los mondémeros. Las fracciones correspondientes a >70-700 kDa se combinaron en una
fraccion de HMW. Las mediciones de Ap38, 40, 42 total (ensayo MSD) mostraron que las 3 especies estaban presentes
tanto en las fracciones LMW como HMW, representando AB42 las principales especies de AR agregadas (ensayo A4).

Mediante SPR se evalud la unién de hu301-17 inmovilizado y otros anticuerpos dirigidos a AB a las fracciones LMW
y HMW del extracto soluble de cerebro de AD. En la Figura 4b se muestran resultados representativos de varios
ensayos separados que utilizan diferentes extractos combinados derivados de multiples cerebros con EA. El
anticuerpo hu301-17 mostré consistentemente una unién alta y preferencial a la fraccion LMW. En comparacion,
aducanumab y bapineuzumab mostraron una unidén menor e indiscriminada de la fraccién LMW frente a HMW.

Se determiné que la proteina AB y los agregados de AR estaban presentes en la fraccién LMW, pero para descartar la
posibilidad de que hu301-17 pudiera haberse estado uniendo a otras proteinas también presentes en esta fraccion, se
realizé un ensayo SPR tipo sandwich mediante el cual el material capturé por hu301-17 inmovilizado fue posteriormente
expuesto a un anticuerpo detector. Se eligié aducanumab como anticuerpo detector porque se sabe que es especifico
para AP y se esperaba que se uniera/detectara el material capturado por aducanumab inmovilizado, actuando asi como
control positivo. Como se ilustra en la Figura 4c, la deteccién de aducanumab en el ensayo sandwich produjo una sefial
contra el material capturado por hu301-17 o aducanumab, confirmando asi la unién de hu 301-17 a ABO en la fraccién
LMW. El material que da lugar a la baja sefial observada después de la captura con IgG humana de control en este
ensayo no fue detectado por aducanumab, lo que coincide con un bajo grado de unién de fondo no especifica.

La naturaleza especifica de la unién de hu301-17 se demostré aln mas en un ensayo SPR que muestra que la
exposicién previa de hu301-17 inmovilizado a su epitopo de péptido ciclico afin impidié por completo la unién posterior
a la fraccion de LMW (Figura 4d). En comparacién, la exposicién previa de aducanumab inmovilizado al epitopo del
péptido ciclico no tuvo un impacto apreciable en su capacidad para unirse posteriormente a la fraccion LMW, ya que
aducanumab reconoce un epitopo AB diferente. En conjunto, estos resultados sugieren que hu301-17, ademas de ser
selectivo para ABO frente a monémeros y placa, también exhibe una focalizacién superior de la fraccién enriquecida
con oligémeros toxicos de LMW del extracto de cerebro con EA en comparacion con otros anticuerpos dirigidos a AB.

Exposicion del SNC a hu301-17 administrado sistémicamente

Se evalu6 la capacidad de hu301-17 para cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) y entrar en el sistema nervioso
central (SNC) desde la periferia y se compar6 con la de aducanumab en ratones de edad avanzada (de 15 a 17
meses de edad). A los ratones se les administrdé una Unica inyeccién intraperitoneal (ip) de 30 mg/kg de anticuerpo
y los niveles de IgG humana presentes en el plasma y los cerebros perfundidos se midieron 24 horas después
mediante ELISA. Como se muestra en la Figura 5, se detectaron cantidades equivalentes de hu301-17 y
aducanumab en plasma y cerebro (Figura 5a), lo que demuestra un grado comparable de penetrancia del SNC
(Figura 5b) en el intervalo de -0,3 % como se informé anteriormente para aducanumab [18]. Como se esperaba, no
se detecté IgG humana en ratones inyectados con PBS solo como control negativo (Figura 5a).

Se realiz6 una evaluacion cinética adicional de hu301-17 en ratones APP/PS1 transgénicos de edad avanzada (13-
17 meses) y comparfieros de camada de tipo natural. Se midieron los niveles plasmaticos y cerebrales de IgG
humana los dias 1, 7, 14 y 21 después de la administracion ip de 30 mg/kg. A pesar de la disminucién de los niveles
plasmaticos con el tiempo, los niveles detectables de hu301-17 en el cerebro todavia eran mensurables hasta el
dia 21 (Figura 6a, b). Curiosamente, los ratones APP/PS1 mostraron una tendencia a una mayor retencioén relativa
de hu301-17 en el SNC frente al plasma a lo largo del tiempo, lo que coincide con la participacion del ABO diana
presente en el cerebro de los ratones transgénicos pero no en los compafieros de camada de tipo natural (Figura
6¢). Estos resultados indican que la penetrancia del SNC vy las propiedades farmacocinéticas de hu301-17 son
comparables a las de otros anticuerpos monoclonales contra dianas de AB.
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo humanizado que comprende una region variable de cadena pesada y una region variable
de cadena ligera, en donde:

la regién variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en la Id. de sec. n.° 46;

la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos como se establece
enlald. de sec. n.°: 66;y

el anticuerpo humanizado se une a los oligbmeros beta amiloides.

El anticuerpo humanizado de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de aminoacidos de la regién
variable de cadena pesada esta codificada por una secuencia de nucleétidos como se establece en la Id.
de sec. n.° 45; o un codén degenerado u version optimizada del mismo; y la secuencia de aminoacidos de
la region variable de cadena ligera esta codificada por una secuencia de nucle6tidos como se establece
en la Id. de sec. n.% 65 o un codén degenerado u versién optimizada del mismo.

El anticuerpo humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el anticuerpo humanizado es
un anticuerpo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 o un fragmento de unioén a anticuerpo, en donde dicho fragmento de unién
a anticuerpo se selecciona de Fab, Fab', F(ab') 2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos y
multimeros de los mismos, preferiblemente en donde el fragmento de unién a anticuerpo es un fragmento Fab.

El anticuerpo humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende la secuencia CH1
y/o CL o una parte de la misma de IgG4, preferiblemente en donde la secuencia CH1 y/o CL comprende la Id.
de sec. n.%: 70 0 72 o una parte de la misma, o una variante conservadora del mismo 0 una secuencia con al
menos el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 89 %, el 90 % o el 95 % de identidad de secuencia con la Id. de sec. n.°: 70
y/o 72, preferiblemente en donde el anticuerpo humanizado comprende la Id. de sec. n.°: 70 y/o 72, y/o CH1 y
CH2 de la Id. de sec. n. 70 o una variante conservadora de cualquiera de los anteriores o una secuencia con
al menos el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 89 %, el 90 % 0 el 95 % identidad de secuencia con cualquiera de
los anteriores.

El anticuerpo humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el anticuerpo
humanizado es un anticuerpo de cadena sencilla.

Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5 y un marcador detectable o agente citotoxico.

El anticuerpo humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 el inmunoconjugado de la
reivindicacion 6, para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, la demencia con cuerpos
de Lewy y/o la angiopatia amiloide cerebral.

Una composicion que comprende el anticuerpo humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5 o el inmunoconjugado de la reivindicacion 6 y un diluyente.

Una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5, preferiblemente en donde el acido nucleico esta comprendido en un vector.

Una célula que expresa el anticuerpo humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

El inmunoconjugado de la reivindicacién 6 para uso en la medicién de un nivel de beta amiloide in vivo, en
un sujeto en riesgo o sospechoso de tener o que tiene la enfermedad de Alzheimer, en donde el anticuerpo
esta conjugado con un marcador detectable, preferiblemente en donde el marcador es un radionucleido
emisor de positrones.

Una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo humanizado o
inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o0 6, para su uso en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, la demencia con cuerpos de Lewy y/o la angiopatia amiloide cerebral en un
sujeto que lo necesita.

Una cantidad eficaz del anticuerpo humanizado o inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a5 o 6, o una composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 12, en donde el anticuerpo
humanizado o inmunoconjugado se administra directamente al cerebro u otra porcién del SNC.

Uso del anticuerpo humanizado o inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a5 0 6, 0 una
composicién farmacéutica que comprende dicho anticuerpo humanizado o inmunoconjugado, para evaluar la
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presencia o los niveles de beta amiloide en una muestra biolégica de un sujeto a tratar con el anticuerpo
humanizado, inmunoconjugado o composicién farmacéutica del mismo segun las reivindicaciones 1a 50 6.
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Figura 4c
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Figura 5a
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Figura 5¢
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Figura 5e
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