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DESCRIPCION
Nuevos péptidos D-enantioméricos derivados de D3 y su uso

La presente invencion se refiere a un péptido, que contiene al menos una secuencia de aminoacidos segun la
SEQ ID NO: 2 y su uso, en particular en medicina.

Debido al desarrollo demografico en las proximas décadas, aumentara el nimero de personas que padecen
enfermedades relacionadas con la edad. Vale la pena mencionar aqui la llamada enfermedad de Alzheimer (EA).

Una caracteristica de la enfermedad de Alzheimer son los depdsitos extracelulares del péptido B—amiloide
(péptido AB). Esta deposicion del péptido AR en las placas generalmente se encuentra post mortem en los
cerebros de los pacientes con EA. Por lo tanto, las distintas formas del péptido AB, como las fibrillas, son las
responsables del inicio y la progresion de la enfermedad. Ademas, los pequefios oligdmeros AR libremente
difusibles han sido vistos como la principal causa del desarrollo y progreso de la EA durante algunos afios.

Los mondmeros AB, como componentes basicos de los oligdmeros AB, se producen constantemente en el
cuerpo humano y presumiblemente no son téxicos per se. Incluso pueden tener una funcién neuroprotectora. Los
mondémeros AB pueden acumularse aleatoriamente segun su concentracion. La concentracion depende de su
velocidad de formacion y descomposicion en el cuerpo. Si la concentracion de mondmeros AR en el cuerpo
aumenta con la edad, la acumulacion conjunta espontanea de los monémeros en oligdmeros A3 es cada vez
mas probable. Los oligdémeros AB resultantes podrian multiplicarse de manera analoga a los priones y finalmente
conducir a la enfermedad de Alzheimer.

Hasta el momento, no existe un ingrediente activo o medicamento que actue contra las causas de la EA. Los
medicamentos utilizados y autorizados hasta ahora alivian algunos de los sintomas que ocurren en la EA. Sin
embargo, no pueden retrasar el progreso de la enfermedad ni lograr una cura. Hay algunas sustancias que han
demostrado tener éxito en las pruebas con animales en la prevencion, pero no (necesariamente) en el
tratamiento de la EA.

Una diferencia importante entre la prevencién y el tratamiento o incluso la cura de la EA radica en el hecho de
que la prevencion puede lograrse evitando la formacion de los primeros oligémeros AB. Algunos, pocos ligandos
AB son suficientes para la prevencion, que no son necesariamente muy afines y selectivos con respecto a los
oligémeros AB.

La formacién de los oligébmeros AR a partir de muchos monémeros es una reaccion de alto orden vy, por lo tanto,
altamente dependiente de la concentracion de monémero AB. Por lo tanto, incluso una pequeia reduccion en la
concentracion activa de monémero AP evita la formacion de los primeros oligdmeros AB. Los conceptos y
sustancias de la terapia mas bien preventiva actualmente en desarrollo se basan en este mecanismo. Sin
embargo, se puede suponer una situacién completamente distinta cuando se trata la EA. Aqui hay oligdmeros AR
o posiblemente polimeros o fibrillas incluso mas grandes que se multiplican a través de mecanismos similares a
los priones. Sin embargo, este aumento es una reaccion de bajo orden vy, por lo tanto, apenas depende de la
concentracion de monémeros AR.

Las sustancias conocidas de estado de la técnica reducen la concentracién de monémeros y/u oligdbmeros A en
una amplia variedad de formas. Por ejemplo, se conocen moduladores de gamma-secretasa que se han utilizado
en experimentos con animales para la prevencion.

A partir del documento WO 02/081505 se conocen diversas secuencias de D-aminoacidos que se unen a
péptidos AB. Estas secuencias de D-aminoacidos se unen a los péptidos B-amiloides con una constante de
disociacion (valor Kp) de 4 ymol.

A partir del documento WO 2011/147797 se conocen compuestos hibridos que consisten en aminopirazoles y
péptidos que evitan la oligomerizacion de AB.

Para muchas sustancias que han mostrado resultados positivos en experimentos con animales, este efecto no
pudo confirmarse en estudios clinicos en humanos. En los estudios clinicos de fase Il y lll, solo las personas que
han sido diagnosticadas claramente con ED pueden ser tratadas. Aqui, una ligera reduccion en la concentracion
de mondmero AR ya no es suficiente para evitar que los oligdmeros AB existentes se formen ain mas, p. €j., a
través de un mecanismo similar a un prién. La multiplicacién de los oligémeros AR o incluso mejor su destruccion
o volverlos inofensivos es absolutamente necesaria para influir en el curso de la enfermedad.

Hasta ahora, la EA se ha diagnosticado principalmente mediante pruebas neuropsicolégicas, examenes en
personas que ya han tenido sintomas de demencia. Sin embargo, se sabe que los oligémeros A vy las fibrillas y
las placas que siguen en el curso de la enfermedad se desarrollan hasta 20 afios antes de que aparezcan los
sintomas en el cerebro del paciente y ya pueden haber causado un dafio irreversible. Sin embargo, en la practica
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todavia no hay forma de diagnosticar la EA antes del inicio de los sintomas.

Por lo tanto, todavia existe la necesidad de nuevos compuestos (ingredientes activos) que se unan de manera
muy especifica y con alta afinidad a los oligémeros AB y eviten asi su multiplicaciéon. Estos compuestos no
deberan mostrar efectos secundarios indeseables, en particular no deberan causar una respuesta inmunitaria.
Los compuestos también deberan reconocer los oligdbmeros AR toxicos y, por lo tanto, también los pequefios
oligébmeros de libre difusién en pequefias concentraciones, destruirlos por completo y/o evitar su multiplicacion
(similar a un prién).

Ademas, también existe la necesidad de nuevos compuestos que puedan usarse como sondas para la deteccidn
y el marcado de oligémeros AR, en particular si la enfermedad ain no estd muy avanzada y los oligdmeros solo
aparecen en bajas concentraciones.

Otro objeto de la presente invencidon era proporcionar sustancias que no solo se centren en péptidos AB
extracelulares, como la mayoria de los compuestos conocidos del estado de la técnica, sino que también se unan
especificamente a oligdémeros AR solubles. También se dice que los nuevos compuestos inhiben o previenen la
formacion de fibrillas de péptidos AB.

El objeto también era proporcionar nuevos péptidos, preferiblemente derivados del D-péptido D-enantiomérico
D3 (SEQ ID NO: 11), que tengan propiedades mas eficientes en comparacion con D3. Las propiedades incluyen
afinidad y especificidad de unién para especies A, inhibicion de la formacién de fibrillas AB, inhibicién de la
citotoxicidad A, precipitacion de oligdmeros AB, conversion de fibrillas AB en especies no amiloidogénicas no
toxicas.

Este objeto se logra mediante un péptido que contiene una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 2
(RD2).

También se describen los péptidos SEQ ID NO: 1 (D3-Delta-HTH), SEQ ID NO: 3 (RD 1), SEQ ID NO: 4 (RD3),
SEQ ID NO: 5 (DB3), SEQ ID NO: 6 (NT-D3), SEQ ID NO: 7 (DB1), SEQ ID NO: 8 (DB2), SEQ ID NO: 9 (DB4)
y/o SEQ ID NO. 10 (DB5) y/u homodlogos, fragmentos y partes de las mismos. Este objetivo también se logra
mediante polimeros de la SEQ ID NO: 2 (RD2).

Ademas, también se describen polimeros de la SEQ ID NO: 1 (D3-Delta-HTH), SEQ ID NO: 3 (RD 1), SEQ ID
NO: 4 (RD3), SEQ ID NO: 5 (DB3), SEQ ID NO: 6 (NT-D3), SEQ ID NO: 7 (DB1), SEQ ID NO: 8 (DB2), SEQ ID
NO: 9 (DB4) y/o SEQ ID NO. 10 (DB5) y/o sus homologos.

Los fragmentos y las partes pueden mostrar un efecto similar o idéntico al de los péptidos.

Los péptidos segun la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO. 10 y sus homdlogos consisten al 100 % de D-
aminoacidos.

Un polimero en el sentido de la presente revelacion se forma a partir de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas mondmeros seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y/o
SEQ ID NO. 10 y sus homdlogos, que en si mismos ya son oligémeros AB.

Segun la invencion, los polimeros se pueden construir a partir de mondmeros idénticos o de una combinacion de
2,3,4,5,6,7,8,9, 10 monémeros distintos de los mencionados anteriormente, como los llamados polimeros
combinados. Los monémeros también pueden ser parcialmente idénticos. El nUmero de mondmeros idénticos en
los polimeros combinados se puede seleccionar libremente.

En una alternativa, los polimeros combinados contienen junto a un péptido de la secuencia de aminoacidos
segun la SEQ ID NO: 2 al menos un mondmero del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO. 10.

Los polimeros se pueden producir, por ejemplo, mediante sintesis quimica o sintesis de péptidos.

En una realizacién de la invencién, los monémeros estan unidos covalentemente entre si. En una realizacion
adicional, los monémeros no estan unidos covalentemente entre si.

Para los fines de la invencion, esta presente una conexién o enlace covalente de las unidades de mondémero si
los péptidos estan unidos linealmente entre si cabeza a cabeza, cola a cola o cabeza a cabeza, sin el uso de
enlaces o grupos de enlaces en el medio.

Un enlace no covalente en el sentido de la invencion esta presente si los mondémeros estan unidos entre si a
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través de biotina y estreptavidina, en particular tetramero de estreptavidina.

En una variante de la presente invencion, los mondémeros pueden estar unidos linealmente entre si, en particular
como se describio anteriormente. En otra variante, los mondmeros estan unidos entre si para formar el polimero
segun la invencién.

Segun la invencion, un polimero ramificado puede ser un dendrimero en el que los mondmeros estan unidos
entre si de forma covalente o no covalente.

Alternativamente, los mondmeros también se pueden unir a una molécula de plataforma (como PEG o azucar) y
asi formar un polimero ramificado.

Alternativamente, son posibles combinaciones de estas opciones.
Los mondmeros y polimeros se denominan a continuacion péptidos segun la invencion.

En una variante no segun la invencién se trata de un péptido con la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO. 10 y/u homélogos de las mismas con una identidad del 50 %.

«Secuencias homélogas» u «homadlogos» significa que una secuencia de aminoacidos tiene una identidad con
una de las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente de los monémeros de al menos un 50, 55,
60, 65, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100 %, En lugar del término «identidad», los términos «homdlogo» u «homologia» se usan
indistintamente en la presente descripcion. La identidad entre dos secuencias de acido nucleico o secuencias de
polipéptidos se determina mediante comparacion usando el programa BESTFIT basado en el algoritmo de Smith,
T.F. y Waterman, M.S (Adv. Appl. Math. 2: 482-489 (1981)) calculado con los siguientes parametros para
aminoacidos: Penalizacion de creacién de espacio: 8 y penalizacion por extension de espacio: 2; y los siguientes
parametros para acidos nucleicos: Penalizacidon de creacidon de espacio: 50 y penalizacion por extensién de
espacio: 3. La identidad entre dos secuencias de acido nucleico o secuencias de polipéptidos se define
preferiblemente por la identidad de la secuencia de &cido nucleico/secuencia de polipéptidos sobre la longitud de
secuencia total respectiva, como se determina mediante comparacién usando el programa GAP basado en el
algoritmo de Needleman, S.B. Y Wunsch, C.D. (J. Mol. Biol. 48: 443-453) calculado utilizando los siguientes
parametros para aminoacidos: Penalizacion de creacién de espacio: 8 y penalizacion por extension de espacio:
2; y los siguientes parametros para la penalizacién por creacion de espacio de acidos nucleicos: 50 y
penalizacién por extension de espacio: 3.

Para los fines de la presente invencién, dos secuencias de aminoacidos son idénticas si tienen la misma
secuencia de aminoacidos.

En una variante no segun la invencion, se entiende que los homdlogos significan las secuencias retroinversas
correspondientes de los monémeros mencionados anteriormente. Segun la invencion, el término «secuencia
retroinversa» denota una secuencia de aminoacidos que estd compuesta de aminoacidos en forma
enantiomérica (inversa: quiralidad del atomo alfa-C invertido) y donde el orden de la secuencia también se invirtio
a la secuencia de aminoacidos original (retro = hacia atras).

En otra variante, los péptidos segun la invencion se unen a partes del péptido 3-amiloide.

En otra variante no segun la invencién, los péptidos tienen secuencias que difieren de las secuencias
especificadas en hasta tres aminoacidos

Ademas, las secuencias que contienen las secuencias mencionadas anteriormente también pueden usarse como
péptidos.

En otra variante no segun la invencion, los péptidos presentan fragmentos de las secuencias mencionadas
anteriormente o presentan secuencias homélogas a las secuencias mencionadas anteriormente.

Segun la invencion, es un péptido para uso en medicina, preferiblemente para el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer.

Segun la presente invencion, el péptido consiste en D-aminoacidos.

En una variante adicional, es un péptido segun la invencion para el uso in vivo para inhibir la formacién de
fibrillas de péptidos beta amiloides. Los polimeros segun la invencion desintoxican los oligémeros o polimeros A
formados a partir de ellos, asi como las fibrillas, uniéndolos y convirtiéndolos en compuestos no téxicos. Por
consiguiente, la presente invencion también se refiere a un péptido para el uso in vivo para la desintoxicacion de
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los oligébmeros AR, polimeros o fibrillas formados a partir de los mismos.

En una realizacién, la invencidon también se refiere a péptidos segun la invencién que estan unidos a una
sustancia adicional.

En el contexto de la invencion, el enlace es un enlace quimico como se define en Rémpp Chemie Lexikon, 9.
Auflage, Band 1, Seite 650 ff, Georg Thieme Verlag Stuttgart, preferiblemente un enlace de valencia principal, en
particular un enlace covalente.

En una variante, las sustancias son medicamentos o principios activos, definidos de conformidad con la Ley de
medicamentos §2 o §4 (19), a partir de septiembre de 2012. En una alternativa, los principios activos son
sustancias terapéuticamente activas que se usan como principios activos. Se prefieren los antiinflamatorios.

En otra variante, las sustancias son compuestos que potencian la accion de los péptidos.

En una alternativa, tales compuestos son aminopirazol y/o derivados del aminopirazol. Los derivados de
aminopirazol en el sentido de la invencion son acido 3-aminopirazol-5-carboxilico o acido 3-nitropirazol-5-
carboxilico y todos los descendientes en los que el grupo CH heterociclico ha sido reemplazado por -CR- 0 -N-u
-O- 0 -S-, y todos los dimeros peptidicos, trimeros o tetrameros derivados de los mismos, preferiblemente
trimeros de aminopirazol.

En una alternativa adicional, estos son compuestos que mejoran la solubilidad de los péptidos y/o el paso a
través de la barrera hematoencefalica.

En una alternativa, los péptidos segun la invencién tienen cualquier combinacion de al menos dos o mas
caracteristicas de las variantes, disefios y/o alternativas descritas anteriormente.

El objeto de la invencion también se refiere a un péptido segun la invencién para el uso in vivo para la formacion
de péptidos A agregados.

También se describe un procedimiento no segun la invencidon para producir el péptido segun la invencién
mediante sintesis de péptidos, como es conocido por el experto en la materia, por ejemplo, procedimientos de
sintesis organica para cualquier compuesto de bajo peso molecular y/o mutagénesis y producciéon recombinante.

La invencién también se refiere a una composicién que contiene el péptido segun la invencion, en particular para
el uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

El objeto de la presente invencién se refiere ademéas a una composicion que comprende el péptido segun la
invencion, para el uso in vivo para prevenir oligdmeros A téxicos, o para destruir polimeros o fibrillas formadas a
partir de los mismos.

La «composicién» segun la invencién puede ser, p. €j., una vacuna, un medicamento (p. €j., en forma de
comprimido), una soluciéon inyectable, un alimento o suplemento alimenticio, que contiene el péptido segun la
invencion en una formulacién que se preparara en base al conocimiento especializado.

Ademas, la invencién también se refiere a un kit que contiene el péptido segun la invencion.

En dicho kit, los péptidos segun la invencion pueden empaquetarse en contenedores con/en tampones o
soluciones. Todos los componentes del kit pueden envasarse en el mismo envase o por separado. El kit también
puede contener instrucciones para su uso. Tal kit puede, por ejemplo, contener los segun la invencién en una
ampolla para inyeccion con un tapoén y/o tabique. También puede contener una jeringa desechable, por ejemplo.

Otro objeto de la presente invencion es el uso del péptido in vivo segun la invencién como una sonda para la
identificacion, determinacion cualitativa y/o cuantitativa de oligémeros beta amiloides o fibrillas.

También se describe una sonda no segun la invencidon que contiene el péptido segun la invencion para la
identificacion, determinacién cualitativa y/o cuantitativa de oligémeros beta amiloides.

Tales sondas son de gran importancia porque permiten el diagndstico precoz de la EA. Con un diagnéstico
temprano, la enfermedad se puede contrarrestar en una etapa muy temprana.

Dichas sondas moleculares pueden contener el polimero segun la invencién y opcionalmente colorantes,
colorantes fluorescentes, isétopos radiactivos (PET, etc.), gadolinio (MRI), asi como sustancias alternativas
adecuadas para obtener imagenes de las sondas y pueden, p. €j., inyectarse por via intravenosa al paciente.
Después de pasar a través de la barrera hematoencefalica, las sondas pueden unirse a oligémeros y/o placas
AB. Los oligémeros y/o placas Ap marcadas de esta manera pueden hacerse visibles mediante procedimientos



10

15

20

25

30

35

40

45

ES29387/3T3

de formacioén de imagenes tales como, p. €j., SPECT, TEP, TAC, RMN, espectroscopia de RM de protones.

Ademas, la invencién también se refiere al uso del péptido para prevenir los oligémeros beta amiloides y/o los
agregados de péptidos beta amiloides y/o las fibrillas beta amiloides.

El péptido segun la invencion también se usa en la desintoxicacion de oligémeros y/o agregados beta amiloides
téxicos. En particular, se usa para unirse a los oligdbmeros y/o agregados beta amiloides y, por lo tanto, para
formar agregados amorfos no toxicos.

Los péptidos segun la invencion se unen particularmente bien a los oligémeros AB, en particular a los oligémeros
AB solubles.

Una unién particularmente fuerte de los péptidos segun la invencién a las moléculas objetivo se produce por una
alta especificidad y/o afinidad por la molécula objetivo de los péptidos segun la invencién. Los complejos
formados tienen una constante de disociacion baja (valor Kbp).

Usando la prueba de tioflavina T fue posible demostrar que los péptidos segun la invencién inhiben de manera
muy eficiente la formacion de fibrillas de péptidos AB, en particular de la SEQ ID NO: 1 - 5, especialmente SEQ
ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 5.

Ejemplos

1.Las variantes D3 enumeradas en la Tabla 1 se sintetizaron quimicamente.

Tabla 1: Lista de derivados D3 evaluados

Nombre del péptido (con explicacion) Secuencia de aminoacidos (D-enantiémero)
D3 (SEQ ID NO: 11)* rprirlhthrnr

NT-D3 (D3-N-terminal) (SEQ ID NO: 6)* rprtrl

RD1 (racional D3) (SEQ ID NO: 3)* pnhhrrrrritl

RD2 (rational D3) (SEQ ID NO: 2) ptihthnrrrrr

RD3 (rational D3) (SEQ ID NO: 4)* rrptirhthnrr

D3Ahth (D3 con delecion hth) (SEQ ID NO: 1)*  |rprtrirnr

* ejemplos de comparacion no segun la invencion

Los efectos de los péptidos descritos en la tabla sobre la agregacion AR se investigaron mediante centrifugacion
en gradiente de densidad. AB se mezclé con el péptido respectivo y las particulas resultantes se separaron
segun su tamafio. La muestra a examinar se coloc6 en la superficie del tubo de centrifuga, en el que se presentd
un gradiente de densidad, que en este ejemplo consistié en capas de distintas concentraciones de yodixanol.
Durante la separacion, que dura varias horas, las moléculas se sedimentan en el solvente a diferentes
velocidades, y cuanto mas rapidas sean, mas grandes son las particulas. Si la centrifugacion finaliza en un
momento adecuado, se obtienen distintos componentes de la muestra en las distintas capas, que se analizan por
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico. AB sirvié como control sin la adicion de péptido.
La evaluacion de las bandas de AB y AB con RD2 se muestra como un ejemplo en la figura 1.

Como se puede ver en la figura 1, AR se puede detectar en todas las fracciones en la muestra de AB. Esto
cambia después de agregar RD2. Aqui las fracciones 3-9 (fraccion de oligémero AB) muestran menos oligémeros
AB. Se forman grandes agregados que se pueden detectar en las fracciones 10-15. A la concentraciéon de
péptido de 20 uM utilizada, D3 no tuvo efecto. Estudios anteriores encontraron que D3 precipitd oligdmeros AR
en concentraciones mas altas y los convirtié6 en agregados grandes, amorfos y no toxicos (Funke et al., ACS
Chem. Neurosci. 2010). Todos los péptidos D-enantioméricos caracterizados por AB usando el procedimiento
anterior se marcaron con isotiocianato de fluoresceina. La cantidad del colorante detectable en la fraccion 12 se
usoé para estimar la fuerza de unién del derivado D3 respectivo al oligémero AR o su efecto precipitante de
oligébmero in vitro. Los resultados para todos los péptidos se muestran en la Tabla 2. Se demostré que
especialmente el péptido RD2 en comparacion con D3 tiene un efecto mas claro sobre la agregacion A.

Tabla 2: Compilacién de los resultados de la modulaciéon del comportamiento de agregacion AB1-42 de varios
derivados D3
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Péptido Péptido unido en la fraccion 12 [%]
Control AB sin péptido 0

D3* 4

NT-D3*

RD1* 3

RD2 20

RD3* 4

D3Ahth* 2

* ejemplos de comparacién no segun la invencion

2. Los péptidos también se probaron para determinar su unién in vitro a varios conformadores AR (mondémeros
AB, oligémeros, fibrillas) en un ELISA. Todos los péptidos mostraron una unién débil a los monémeros AR, pero
afinidades relativamente altas a oligémeros vy fibrillas (figura 2). Curiosamente, los monémeros biotinilados no se
detectaron en el extremo amino terminal, mientras que los mondmeros «sin semillas» (preparados sin gérmenes
de agregacion) se unieron débilmente con la biotinilacion carboxiterminal. Esto puede interpretarse como una
indicacion potencial de un sitio de epitopo de unién de los derivados D3 ubicados en el extremo amino.

3. Se usaron algunos péptidos en la prueba de agregacioén de tioflavina T (ThT). ThT es un colorante fluorescente
que se une a estructuras ricas en laminas 3 de diversas proteinas amiloides y fluoresce después de la excitacion
a 440 nm. De esta manera, la emision puede correlacionarse con el contenido relativo de fibrillas en la muestra.
Las pruebas ThT se usan para medir la fibrilacion de AB y se usan principalmente para que los ligandos
demuestren un posible efecto inhibitorio sobre la agregacion de AB. Los péptidos se usaron en una proporcion de
1:10 (A-Beta: péptido) con una solucion AB de 10 uM. Quince horas después, después de alcanzar la fase de
saturacion en el control AR sin la adicién de ligandos, se evalué la fluorescencia ThT de la coincubacion de
péptidos D y AB y se mostré como un porcentaje en funcién del control de incubacion AB. Se puede ver que
todos los péptidos utilizados reducen considerablemente la formacion de fibrillas AB (figura 3).

4. Ademas, se identificaron variantes de D3 que, en comparaciéon con D3, tenian una mayor fuerza de unién para
AB, en particular para oligdmeros A, con al menos el mismo efecto sobre su agregacion. Un vinculo mas fuerte
sugiere un efecto terapéutico mas eficiente.

Un analisis de PepSpot con una membrana de JPT (Berlin), donde se inmovilizaron mas de 300 variantes D3,
intentd identificar variantes que unen oligémeros con mas afinidad a AB(1-42). D3, variantes D3 con secuencias
de aminoacidos variables (llamada mutagénesis de saturacién, cada aminoacido fue reemplazado por los otros
19 aminoacidos naturales en su forma D-enantiomérica) y los controles se inmovilizaron carboxiterminalmente en
una membrana de trioxa. Después de la incubacion con 5 uM de oligémeros AB(1-42) durante 5 minutos y los
pasos de lavado, las sefiales de AB unida fueron detectadas por un anticuerpo anti-Af (6E10). Las sefiales de
unioén se evaluaron como intensidad de sefal/area. Durante el analisis, la intensidad de la sefial del original D3
(media) se comparé con la de los derivados. Los intercambios de aminoacidos que condujeron a una unién mas
fuerte de los oligémeros AR se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3: La secuencia de D-aminoacidos de D3 se muestra en negrita en la primera linea. En las lineas a
continuacioén, se enumeran el tipo y la ubicacion de los intercambios de aminoécidos, lo que condujo a un
aumento en la fuerza de unidn a los oligémeros ARB.

R P R T R L H T H R N R
| T P D Q Q
Q E D
R
S

5. Para confirmar los resultados y obtener nuevas variantes con una afinidad aun mas fuerte por AR mediante la
combinacién de los intercambios de aminoacidos descritos en la Tabla 4, otras variantes D3 se acoplaron a chips
Pepchip de Pepscan y se examinaron para determinar su fuerza de unién a AB. Al seleccionar las variantes, se
utilizaron los resultados de la evaluaciéon de la membrana Pepspot descrita anteriormente. En 6 experimentos
independientes, la unién de AB a los derivados D3 se detectd a través de un marcador de isotiocianato de
fluoresceina acoplada. Se usaron 5 pM de isotiocianato de fluoresceina AB. La deteccion se realizé en un
analizador de microchips tipo FLA8000 de Fujifilm, las sefiales de union se midieron con el software AIDA Array
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Metrix y se evaluaron con la ayuda de Mathlab version 7.10.0.449. La figura 4 muestra las sefiales de enlace de
un Pepchip seleccionado como ejemplo.

Cinco de los péptidos inmovilizados en los Pepchip excedieron el valor limite en al menos cuatro de seis
experimentos y, por lo tanto, mostraron una afinidad de unidn considerablemente mayor por A en comparacion
con D3. Las secuencias de estos péptidos se resumen en la Tabla 4. Entre ellos se encuentran secuencias con
intercambios combinados de la Tabla 3.

Tabla 4: Secuencias de los D-péptidos que mostraron una mayor fuerza de unién al monémero AR en

comparacion con D3 en forma inmovilizada
Secuencia Nombre
RPITRLHTDRNR (SEQ ID NO: 7) DB1
RPITTLQTHQNR (SEQ ID NO: 8) DB2
RPITRLRTHQNR (SEQ ID NO: 5) DB3
RPRTRLRTHQNR (SEQ ID NO: 9) DB4
RPITRLQTHEQR (SEQ ID NO: 10) DB5

Descripcion de las figuras

Figura 1: Modulacién del comportamiento de agregacion AR1-42 por RD2, analizado utilizando un gradiente
de densidad de yodixanol. El gradiente de yodixanol se superpuso con 100 ul de una solucién de 80 uM de
AB1-42 y 100 pl de una mezcla de 80 uM de AB y 20 uM de RD2. La mezcla se centrifugd luego durante 3
horas a 4 °C a 259.000 xg. Las 15 facciones (la 15.2 fraccion es el sedimento hervido con el tampdn de
aplicacién) se cosecharon manualmente inmediatamente después de la centrifugacion y se analizaron
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con tris-tricin-dodecilsulfato sddico con tincidon posterior con
plata. Si la ejecucion se realizé en las mismas condiciones con 20 uM de D3, no hubo cambios en
comparacioén con la ejecucion solamente con AR.

Figura 2: ELISA para la cuantificacion relativa de la unién de los péptidos a distintos conformadores AB1-42.
Se inmovilizaron mondémeros sin semillas de AR biotinilado carboxiterminal (barras de color gris claro) y
oligébmeros (barras de color gris oscuro) y fibrillas (barras negras) de mondémeros AR biotinilados
aminoterminales a 5 pg/ml cada uno y el D-péptido en una concentracion de 10 pg/ml aplicado. La
cuantificacion relativa de la unién de los péptidos se muestra en una doble determinacion como absorcion a
450 nm después de la deduccién de la absorcién de fondo.

Figura 3: Prueba de agregacion ThT de AB1 42 para cuantificar el contenido relativo de fibrillas en presencia
de varios péptidos. La concentracion de AR fue de 10 uM, los péptidos se agregaron en una proporcion de
1:10 (AB:péptido). péptido). La fluorescencia de 10 uM de AP se establecido como 100 % y los valores y las
desviaciones estandar de las otras incubaciones se dan como un porcentaje de este valor maximo. Ninguno
de los péptidos mostro fluorescencia ThT considerable sin AB.

Figura 4: Resultados de un experimento con Pepchip. Se inmovilizaron varias variantes de D3 en el Pepchip.
El Pepchip se incubé con AB marcado con isotiocianato de fluoresceina (5 pM). La intensidad de
fluorescencia del isotiocianato de fluoresceina se leyd como una medida de la fuerza de unién de los
respectivos derivados D3. Para los controles D3, del mismo modo trazados en 11 posiciones distintas en el
chip, el valor medio y la desviacién estandar se calcularon a partir de los 11 valores obtenidos. Se agregaron
la media y la desviacion estandar y el resultado se definid6 como el limite que una derivada de D3 debera
alcanzar para ser claramente mas afin a AR en comparacién con D3. Se muestran las integrales de las
sefiales de union de todos los péptidos que excedieron este limite. Las barras individuales se basan en los
valores medios de tres puntos peptidicos exactamente iguales. No aptas: unidades arbitrarias, unidades de
fluorescencia relativa. Debido a la variacion observada de los resultados, todo este experimento se llevo a
cabo seis veces.
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REIVINDICACIONES

1. Péptido que contiene al menos una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 2
(RD2:ptlhthnrrrrr).

2. Péptido segun la reivindicacion 1, caracterizado porque este esta unido a otra sustancia.

3. Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que contiene un mondmero

seleccionado del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO. 10.

4. Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para el uso in vivo para la formacion de
péptidos beta amiloides agregados.

5. Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso in vivo para inhibir la formacién
de fibrillas de péptidos beta amiloides.

6. Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso in vivo para evitar oligdmeros
beta amiloides y/o agregados de péptidos beta amiloides.

7. Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso in vivo para la desintoxicacion
de oligbmeros y/o agregados beta amiloides toxicos.

8. Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso en la medicina.

9. Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso en el tratamiento y/o prevencion
de la enfermedad de Alzheimer.

10. Composicién que contiene un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

11. Kit que contiene un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 eventualmente con/en
tampones o soluciones.

12. Uso de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 in vitro como sonda para la
identificacion, determinacién cuantitativa y/o cualitativa de fibrillas beta amiloides y/u oligémeros beta amiloides.
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