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METODO DE DIAGNOSTICO IN VITRO
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
MEDIANTE UN ANTICUERPO MONOCLONAL

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere al diagnéstico de trastornos neurolégicos,
especialmente al diagnoéstico de la enfermedad de Alzheimer mediante un anticuerpo

capaz de interaccionar con péptidos especificos asociados con dicha enfermedad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neuroloégico que provoca la
muerte de las células nerviosas del cerebro. Por lo general, progresa paulatinamente,
comenzando después de los 50 afios, y sus primeros sintomas pueden atribuirse a la
vejez o al olvido comin. A medida que avanza la enfermedad, se van deteriorando las
capacidades cognitivas, entre ellas, la capacidad para tomar decisiones y llevar a cabo
las tareas cotidianas, y pueden surgir modificaciones de la personalidad, asi como
conductas problematicas. En sus etapas avanzadas, la EA conduce a la demencia y
finalmente a la muerte. La enfermedad es actualmente incurable y constituye una causa
importante de mortalidad.

En la actualidad, el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer se realiza
normalmente a través del cuadro clinico, pues el diagnéstico definitivo s6lo puede
llevarse a cabo mediante un estudio histologico de muestras cerebrales (autopsia o
biopsia), que revele la presencia en el tejido cerebral de sus rasgos caracteristicos.
Debido a la peligrosidad de la practica de biopsias cerebrales en pacientes vivos, este
procedimiento se utiliza muy raramente, por lo que se estima que la tasa de errores en
el diagnostico in vivo de esta enfermedad ronda el 20%-30%.

Los cerebros de los individuos que padecen enfermedad de Alzheimer muestran
dos marcadores patologicos principales: degeneracion neurofibrilar (que se identifica
por la presencia de ovillos neurofibrilares, neuritas distroficas y hebras del neuropilo) y
depositos de sustancia amiloide (es decir, depositos del denominado péptido P-
amiloide, abreviado generalmente como Ap), tanto en forma de placas (placas difusas y

placas neuriticas, formas estas Ultimas caracteristicas de la enfermedad, que se
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denominan asi por aparecer entre y dentro de las neuronas), como en forma de
depositos vasculares (que aparecen en las paredes de los vasos sanguineos cerebrales).
Tanto la degeneracion neurofibrilar como la deposicion amiloide representan procesos
degenerativos asociados también al envejecimiento normal del cerebro. En los sujetos
de avanzada edad que no padecen demencia, el péptido AP se deposita principalmente
en forma de placas difusas. Este tipo de depdsito es especialmente intenso en algunos
sujetos con capacidades cognitivas normales, y para algunos autores representa un
proceso de "envejecimiento patolégico”, que se considera que estd a medio camino
entre el envejecimiento normal del cerebro y la EA [1]. Un desarrollo particularmente
intenso y prematuro de placas difusas afios antes de que aparezcan las placas neuriticas
tiene lugar también en el sindrome de Down (SD), debido a una trisomia del
cromosoma 21 que conduce a una sobreexpresion de la proteina precursora amiloide
(B-APP). Aunque se puede observar un pequefio numero de placas neuriticas en
cerebros de sujetos con capacidades cognitivas normales, tanto los cerebros afectados
por EA como los afectados por SD en edades avanzadas se caracterizan por el
desarrollo de una gran cantidad de placas neuriticas maduras [2, 3]. En contraste con
las placas difusas, que contienen una forma no fibrilar de AR (denomina “preamiloide™)
[4], tanto los depdsitos amiloides vasculares como las placas neuriticas contienen
péptido AP en forma fibrilar y reaccionan con tinciones de sustancia amiloide tales
como el Rojo Congo y la Tioflavina T.

El declive cognitivo en la EA se correlaciona de forma lineal con la progresion
de los cambios neurofibrilares y la pérdida de sinapsis corticales [5]. No se ha
observado pérdida local de sinapsis asociada a las placas difusas [6]. En contraste, las
placas neuriticas estdn asociadas con pérdida de densidad sindptica, cambio
neurofibrilar y activacion de la microglia [7]. Tanto el cambio neurofibrilar puro como
la deposicion de AP siguen en la EA patrones secuenciales de progresion bien
establecidos [8, 9]. Sin embargo, aunque el grado de declive cognitivo se correlaciona
mejor con una sucesion de etapas basadas en el cambio neurofibrilar [5], el diagndstico
neuropatologico definitivo de la EA se basa todavia en la demostracion histologica de
una densidad significativamente mayor de placas neuriticas en las regiones
neocorticales asociativas, con respecto a lo esperado segin el grupo de edad del

paciente, dentro de un cuadro clinico de demencia (criterios de consenso del CERAD:
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Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease) [10]. La formacion de
placas neuriticas representa el proceso patogénico central en la EA, y la composicion
molecular de estos depositos B-amiloides y las diferencias con las placas difusas en lo
que a dicha composicion se refiere es, en consecuencia, uno de los principales campos
de interés en la investigacion actual sobre la EA.

El conocimiento que se posee sobre la composicion molecular de los dep6sitos
B-amiloides en el tejido cerebral de pacientes con enfermedad de Alzheimer ha
cambiado radicalmente a lo largo de los tGltimos afios. Varios estudios que empleaban
métodos bioquimicos o inmunohistoquimicos con el fin de identificar diferentes formas
del péptido AP han aportado una imagen bastante consistente que permite una
interpretacion molecular de los hallazgos morfologicos clésicos. Estos estudios son los
que han proporcionado las bases de la teoria patogénica unitaria de la enfermedad
denomina hipétesis amiloide [11], aunque la hipdtesis original se ha reformulado
recientemente con el fin de incluir el papel emergente de los oligdbmeros AP solubles
como los principales agentes patégenos [12]. La suposicion de un papel patégeno
central y primario de los péptidos AP en la EA estd dando lugar en la actualidad a
nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a la prevencion o eliminacion de estos
depositos.

La distribucion topografica y secuencia temporal de la deposicion de péptidos AP
conocidos en cerebros afectados por EA se ha dilucidado con la ayuda de anticuerpos
dirigidos al extremo carboxilo, al extremo amino o a segmentos internos de la molécula
AR, junto con el aislamiento y purificacion de isoformas de A por medio de métodos
bioquimicos. La distribucién tisular de péptidos caracterizados por los rasgos de sus
extremos carboxilo muestra un patrén bastante regular y bien definido. Mientras que
APx4o es la forma predominante en los depdsitos vasculares y es la forma principal que
se encuentra en el LCR (liquido cefalorraquideo), APx4> es la forma principal
detectada en los depositos de tejido cerebral (placas difusas y neuriticas) [13]. En la
EA, el sindrome de Down (SD) [13, 14] y el envejecimiento normal [1] APx4> es el
unico componente de las placas difusas y el componente principal de las placas

neuriticas. Estas ultimas también pueden contener APx4o, predominantemente en la
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region de su ntcleo central. También se ha establecido que APx4: es la forma que se
deposita en las fases iniciales.

Aunque inicialmente se creia que APx4o y APx42 comenzaban casi en su
totalidad en el aminoacido Aspl, estd bien establecido inmunohistoquimica y
bioquimicamente que una amplia variedad de isoformas heterogéneas del péptido AP,
modificadas y truncadas en el extremo amino, participan en la composicion de las
placas tanto difusas como neuriticas [15]. Estas isoformas tienden a mostrar también un
patron regular de distribucion entre las placas difusas y neuriticas, de forma que
finalmente ha comenzado a surgir una imagen completa de la distribuciéon topografica
de los diferentes péptidos AP. Sin embargo, existen todavia algunas discrepancias entre
los estudios, particularmente con respecto a las caracteristicas del extremo amino de los
péptidos que componen las placas difusas, y la cantidad relativa de carga amiloide que
representa cada uno de ellos.

Estas discrepancias implican particularmente al péptido p3 (AP1742). Mientras
que algunos estudios sugieren que APi74> puede ser el principal componente de las
placas difusas [16], otros han encontrado una cantidad relativamente mayor de formas
mas largas (que comienzan en Aspl, o truncadas en el extremo amino u otras
isoformas modificadas) a este nivel [15]. Puesto que APi742 se genera mediante la
escision de B-APP por la o-secretasa (la denominada ruta no amiloidogénica) y
muestra propiedades fisico-quimicas bastante diferentes de las isoformas méas largas de
AP (estas ultimas generadas mediante la escision de B-APP por la y-secretasa), su
presencia selectiva en placas difusas puede tener un significado patogénico crucial en
la evolucion de las placas.

Gowing et al. [17] fueron los primeros en aislar el péptido AB1742 como la forma
predominante recuperada de cerebros afectados por EA ricos en placas difusas. Este
depodsito no se encontrd, ni en depodsitos amiloides vasculares, ni en placas neuriticas.
El anticuerpo monoclonal comercial 6E10, que reconoce APi.;7, no produjo la
inmunotincién de placas difusas, ni neocorticales, ni cerebelosas, en una serie de
cerebros afectados por EA y SD [18]. Sin embargo, el cuerpo estriado, donde las
placas difusas son particularmente abundantes en ausencia de placas neuriticas, mostrd
algunas placas positivas para el anticuerpo 6E10. Utilizando determinaciones por

HPLC e inmunohistoquimica, Lalowski et al. [19] demostraron que AP174> representa
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un 70% del contenido amiloide total en placas difusas del cerebelo, mientras que Ap;.
4 representa un 12% y otras formas truncadas de APx4> un 5% o menos. En cerebros
de personas de edad avanzada y afectados por SD, Saido et al. [20] encontraron una
tincion mayor de placas difusas con un anticuerpo especifico anti-A N3 (piroGlu) que
con un anticuerpo anti-AP N(1). Iwatsubo et al. [15] estudiaron placas difusas en una
serie de cerebros de personas de edad avanzada, afectados por EA y afectados por SD
con un panel de anticuerpos dirigidos a reconocer formas de AP truncadas y
modificadas en el extremo amino. Este estudio es tnico por el hecho de que el tejido
cerebral empleado para el estudio inmunohistoquimico se fijo o en etanol al 70%, o en
formaldehido al 4%, de forma que se podia ensayar el efecto sobre la aparicion de
artefactos de la fijacion rutinaria con formaldehido. En todas las muestras de tejido
fijadas en etanol al 70%, las placas difusas se tifieron intensamente por la presencia de
AB N1 (L-Asp), AP N1 (L-isoAsp), AP N1 (D-Asp), AP N3 (piroGlu), y AR X-42. Se
obtuvo una inmunotincion débil con AR N11 (piroGlu) y AP N17. Sin embargo, en el
material fijado en formaldehido algunas placas difusas se tifieron con AR N1 (L-Asp),
y no se obtuvo ninguna tincién con A N1 (L-isoAsp) o AP N1 (D-Asp), mientras que
el patron de tincion para el extremo carboxilo permanecié sin cambios. Aunque los
autores demostraron que la modificacion del extremo amino puede alterar los
resultados de la inmunotinciéon en tejidos fijados en formaldehido, obtuvieron una
reactividad débil para el AR N17 incluso en material fijado en etanol. Utilizando un
anticuerpo monoclonal especifico para p3 (APi742) [16], encontraron deposicion de
este péptido limitada en gran medida a las placas difusas, las neuritas distréficas y las
coronas de placas neuriticas en las regiones de las amigdalas, el hipocampo y el
parahipocampo. Los autores sugieren un papel especifico de p3 en la deposicion inicial
de sustancia amiloide y en el origen de las placas neuriticas. Tekirian et al. [21], en
una serie de cerebros afectados por EA y de control, demostraron la presencia en las
placas difusas de AP N3 (pE) > AR N1 (D) > AR N17 (L) > AR N1 (D).

En cuanto a la variabilidad en el extremo carboxilo, Parvathy et al. [22], en un
estudio que empleaba anticuerpos dirigidos contra APx40, APxa2 0 APxs3,

encontraron un subgrupo de placas neuriticas reactivas solo frente al anticuerpo AP
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C40 y un subgrupo mayor de placas reactivas tanto frente a Ap C40 como frente a AP
C42.

Los estudios previos han establecido asi que las placas difusas muestran un perfil
de AP altamente especifico en el extremo carboxilo y un perfil bastante especifico en
el extremo amino, este Ultimo sometido a alguna heterogeneidad entre los pacientes y
entre diferentes regiones del cerebro. La presencia de AP174> parece estar limitada en
gran medida a las placas difusas, aunque hay una gran variaciéon entre los estudios con
respecto a los contenidos relativos de este péptido mas corto en las mismas. En los
estudios realizados por Kida et al. [18], no se obtuvo ninguna tincién para péptidos A3
que incluian la secuencia 12-16 en placas difusas de regiones corticales y
subcorticales.

Toméandolos en conjunto, los resultados del Estado de la Técnica (ET) sugieren
que, como propuso Larner [23], las formas del péptido AP especificas seglin el
extremo amino pueden jugar un papel esencial en la evolucion de las placas difusas
para convertirse en placas neuriticas. Por ello, los anticuerpos capaces de detectar
especificamente formas con el extremo amino truncado y, con ello, diferenciar
claramente entre las placas difusas y las placas neuriticas son de gran utilidad como
herramientas en el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer. De entre ellos, serian
de especial utilidad aquellos capaces de diferenciar subgrupos de placas neuriticas
segun la proporcion de las distintas formas de péptido amiloide que se diferencian en el
aminodcido en el que acaba el extremo carboxilo, en especial si fueran capaces de
permitir definir subconjuntos de placas que constituyeran un marcador especifico de la
enfermedad. El anticuerpo monoclonal de la invencion, dirigido contra la secuencia
constituida por los aminoacidos 12-16 del péptido P-amiloide y con una mayor
afinidad por la forma A42 que por APR40, cumple ambas caracteristicas.

Otro aspecto en el que los anticuerpos capaces de detectar formas del péptido [3-
amiloide serian de especial utilidad seria en el diagnostico de la enfermedad de
Alzheimer mediante el andlisis de la concentracién de distintas formas de este péptido
en fluidos biolégicos, un aspecto en el que se estdn trabajando tanto para facilitar el
diagnostico a partir de parametros bioquimicos como, incluso, con vistas a identificar
casos preclinicos o en especial riesgo de desarrollar la enfermedad y permitir el

seguimiento de los pacientes incluidos en estudios clinicos. Con esta finalidad, muchos



10

15

20

25

30

WO 2006/095041 PCT/ES2006/070027

7

estudios se estan centrando en el liquido cefalorraquideo (LCR), con el fin de detectar
si existen variaciones en las concentraciones de formas solubles del péptido B-amiloide
presentes en este fluido que permitan diferenciar a los pacientes de los controles sanos.
Sin embargo, es poco probable que el analisis del LCR, que lleva implicito el uso de
una técnica invasiva, la puncién lumbar, pueda aplicarse al diagndstico y seguimiento
de rutina de los pacientes con enfermedad de Alzheimer en la practica clinica. Por ello,
otras lineas de investigacion se han centrado en el estudio de variaciones en la
concentraciobn en sangre y orina de marcadores biolégicos (entre los cuales se
encuentran formas solubles del péptido 3-amiloide) que puedan correlacionarse con la
aparicion y la evolucion de la enfermedad, aunque hay pocos estudios publicados hasta
el momento. De acuerdo con ellos, los niveles € ABx4> v APx4o en plasma parecen
estar aumentados en el caso de existencia de sindrome de Down y también se
incrementan en individuos normales con la edad. Los niveles plasmaticos de APx4a,
pero no de APx4o, estan aumentados en pacientes con enfermedad de Alzheimer, y
descienden a lo largo de la evolucion de la enfermedad [28,29], aunque la medida de la
concentracion de estas especies en plasma no permite su aplicacion actual al
diagndstico. También se ha detectado la presencia de formas solubles del péptido [3-
amiloide en orina [30], aunque no se ha realizado hasta el momento un estudio
comparativo entre pacientes y controles. Aunque el orden de magnitud de las
concentraciones de péptido B-amiloide que se estan detectando en plasma y orina estan
dificultando la definicion de los perfiles correspondientes a los individuos sanos y a los
pacientes que se encuentran en distintos estadios de la enfermedad y la posible
asociacion de las formas solubles del péptido f-amiloide con otras proteinas presentes
en dichos fluidos biolégicos es otra dificultad a superar, es este un campo en el que se
estd trabajando activamente, por lo que los anticuerpos monoclonales que puedan
interaccionar con formas del péptido B-amiloide presentes en fluidos biolégicos para
posibilitar su deteccion pueden significar una herramienta de gran utilidad en el
diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer. El anticuerpo de la invencién, que es
capaz de interaccionar con formas solubles del péptido B-amiloide y de detectar su
presencia en fluidos bioldgicos como la orina, es uno de los anticuerpos que puede ser
de utilidad en la ejecucion de estas técnicas diagnésticas. Ademads, el hecho de estar

dirigido especificamente contra la zona cercana al extremo amino del péptido [3-
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amiloide es una caracteristica de interés en la diferenciacion de las formas del péptido
B-amiloide que conservan el extremo amino de aquellas formas en las que dicho
extremo esté truncado.

Se han descrito otros anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente contra
la zona cercana al extremo amino del péptido B-amiloide, asi como su utilizacion en
métodos diagnoésticos relacionados con la EA. Asi, por ejemplo, en la patente
norteamericana US-4.666.829 se describe la obtencion de un anticuerpo monoclonal
generado frente a una porcién del péptido amiloide mas cercana al extremo amino. En
concreto, se prepard un péptido sintético consistente en los diez primeros residuos de
dicho péptido (Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr), representando por SEQ
ID NO:1. El epitopo reconocido por este anticuerpo estard incluido en estos
aminoacidos 1 a 10, mientras que el anticuerpo reivindicado en la presente invencion
reconoce al menos el epitopo que comprende los aminoacidos del 12 al 16. Ademas de
diferir en la secuencia especifica que reconoce este anticuerpo monoclonal con
respecto al de la presente invencion, también es diferente el disefio del método
diagnodstico propuesto, pues lo que se determina es exclusivamente la unién de los
anticuerpos utilizados a lo que en esa patente se considera el péptido caracteristico de
la enfermedad de Alzheimer, el constituido por los aminoécidos 1 a 28 del péptido
amiloide, no considerdndose la unién a otras formas del péptido de diferentes
longitudes y/o con variaciones en los extremos amino y carboxilo. Ademaés, no se
aporta ninguna prueba experimental que demuestre su capacidad para detectar formas
del péptido amiloide presentes en fluidos biologicos.

Por otra parte, en la solicitud de patente PCT WO 90/12871 se describe la
preparacion del anticuerpo monoclonal denominado SV17-6E10. La generacion de este
anticuerpo se produce por inmunizacion con la secuencia peptidica Asp-Ala-Glu-Phe-
Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Gln-Val-His-His-GIn-Lys-Leu, representada por SEQ ID
NO:2, que podria considerarse equivalente a la de los aminoécidos 1 a 17 del péptido
amiloide. Otro anticuerpo monoclonal dirigido contra la zona en la que se incluyen los
aminodcidos 1 a 17 es el ya mencionado anticuerpo monoclonal comercial 6E10 que,
segun figura en la descripcion de la hoja técnica correspondiente al producto,

hitp://fwww.alexis corp.comy/monoclonal:antibodies-SIG-9320/onfa. 1.1.81G-

9320.386.4.1.html, especificamente, dentro de los aminoacidos 1 a 17 del péptido f-
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amiloide, reconoce el epitopo comprendido entre los aminoéacidos 3 a 8. Este epitopo
corresponde a una zona diferente y mas cercana al extremo amino que la del anticuerpo
monoclonal EM5 de la invencidon. Aunque es capaz de producir una tincidon diferencial
de las placas neuriticas y los depdsitos vasculares, sin tefiir las placas difusas, este
anticuerpo no parece presentar diferencias de afinidad entre los péptidos AP42 y Ap40.

Por tanto, el anticuerpo monoclonal de la invencién, al que se ha denominado
EMS, constituye una herramienta novedosa, porque reconoce al menos un epitopo no
reconocido por ninguno de los anticuerpos descritos en el estado de la técnica
conocido, en la secuencia del péptido B-amiloide. El anticuerpo de la invencion, por
consiguiente, es util para su aplicacion en el diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer. Detecta especificamente placas neuriticas sin detectar placas difusas, que
no estdn asociadas a la enfermedad de forma especifica. Dentro de las placas
neuriticas, el anticuerpo monoclonal de la invencién permite detectar un subgrupo de
placas neuriticas que se diferencia en la composicion molecular de las mismas con
respecto a los depdsitos de péptido B-amiloide. Ademas, el anticuerpo monoclonal de
la invencion es capaz de unirse a formas del péptido B-amiloide presentes en solucion,
permitiendo la posterior deteccion y cuantificacion de dichos péptidos, incluso si la

solucion es un fluido biolégico como la orina.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencidn se refiere a un anticuerpo monoclonal que reconoce en el péptido
B-amiloide el epitopo correspondiente a la secuencia:

Val-His-His-GIn-Lys (SEQ ID NO:3)

y es capaz de unirse a isoformas del péptido P-amiloide que contengan dicha
secuencia, independientemente de que el péptido se encuentre en forma soluble,
agregada o desnaturalizada por SDS, aunque mostrando una afinidad mayor por la
isoforma Af3 42 que por la isoforma Af 40.

La invencion se refiere también a fragmentos del citado anticuerpo capaces
también de unirse a isoformas del péptido B-amiloide que contengan dicha SEQ ID
NO:3.

La invencién se refiere también a una linea celular de hibridoma capaz de

producir el anticuerpo monoclonal anteriormente descrito y a un método de producir
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dicho anticuerpo mediante la obtencion de una linea celular de hibridoma y el cultivo
de dicha linea celular en condiciones que permitan la produccién del anticuerpo
monoclonal.

Adicionalmente, la invencion se refiere a una composicion que comprenda el
anticuerpo de la invencion o al menos un fragmento del mismo capaz de unirse a SEQ
ID NO:3. Una posible realizacién de una composicion de la invencion es aquella en la
que el anticuerpo o el fragmento del mismo estdn acoplados a una sustancia capaz de
permitir su deteccion, sustancia que puede ser un segundo anticuerpo capaz de unirse al
anticuerpo de la invencion o al fragmento del mismo y que lleva acoplada una sustancia
capaz de permitir su deteccion, como puede ser una enzima capaz de catalizar la
transformacién de una determinada sustancia en otra que puede ser detectada, por
ejemplo un cromoégeno. Otra posible realizacion de una composicion de la invencion es
aquella en la que el anticuerpo o un fragmento del mismo estdn acoplados a alguna
sustancia o particula que facilita la extraccion de isoformas del péptido B-amiloide
presentes en una solucién, como puede ser una particula magnética que permitird la
separacion de la solucion de los complejos antigeno-anticuerpo o antigeno-fragmento
de anticuerpo formados si se aplica un campo magnético, siendo asi posible concentrar
las isoformas del péptido -amiloide presentes en dicha solucion y facilitar su posterior
deteccion, identificacién y/o cuantificacion.

La invencion se refiere también al uso del anticuerpo monoclonal de la
invenciéon o al menos un fragmento del mismo capaz de unirse a SEQ ID NO:3 para
detectar isoformas del péptido B-amiloide que contengan SEQ ID NO:3. Las isoformas
del péptido B-amiloide a detectar pueden encontrarse en una muestra de tejido cerebral
tomada de un individuo, en una solucién como puede ser una muestra de un fluido
biolégico o una solucién derivada del mismo o, incluso, pueden encontrarse en algin
otro tipo de muestra, no biologica, en la que se desea igualmente detectar la posible
presencia de isoformas del péptido B-amiloide.

Por ultimo, la invencidn se refiere a un método de diagnostico in vitro de la
enfermedad de Alzheimer basado en la deteccion de isoformas de péptido B-amiloide
mediante el uso del anticuerpo de la invencion, o de al menos un fragmento del mismo
capaz de unirse a SEQ ID NO:3. En una realizaciéon preferida de la invencion, la

deteccién de isoformas del péptido P-amiloide se produce en una muestra de tejido
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cerebral tomada de un individuo. En ese caso, las composiciones de la invencion en las
que el anticuerpo o el fragmento del mismo estdn acoplados a una sustancia capaz de
permitir su deteccion, sustancia que puede ser un segundo anticuerpo capaz de unirse al
anticuerpo de la invencién o a un fragmento del mismo y que lleva acoplada otra
sustancia capaz de permitir su deteccién, pueden ser de especial utilidad.

En otra realizacion preferida del método diagnoéstico de la invencion, la
deteccion de isoformas del péptido [-amiloide se produce en una solucion,
preferiblemente una muestra de un fluido bioldégico como puede ser el liquido
cefalorraquideo, la orina o la sangre o, incluso, una solucién derivada de algin fluido
bioldgico, como puede ser el plasma. En esta segunda realizacion de la invencion, se
prefiere el uso de composiciones de la invencion en las que el anticuerpo o el
fragmento del mismo estdn acoplados a alguna sustancia o particula que facilite la
extraccion de isoformas del péptido -amiloide presentes en solucién, como puede ser
una particula magnética que permitird la separacion de la solucion de los complejos
antigeno-anticuerpo o antigeno-fragmento de anticuerpo formados, si se aplica un
campo magnético, siendo asi posible concentrar las isoformas del péptido B-amiloide
presentes en la solucion y facilitar su posterior deteccion, identificacion y/o
cuantificacion. De esta forma, el método de didgnostico de la invencién comprende las
etapas de:

a) afladir a la muestra de fluido biolégico o la solucién derivada del mismo una
composiciéon que comprende el anticuerpo de la invencion o al menos un fragmento del
mismo capaz de unirse a SEQ ID NO:3 acoplados a una particula magnética;

b) dejar transcurrir tiempo suficiente para que se formen complejos antigeno-
anticuerpo o antigeno fragmento de anticuerpo, entre al menos una isoforma del
péptido P-amiloide y el anticuerpo o fragmento de anticuerpo, comprendidos en la
composicion;

¢) aplicar un campo magnético para extraer los complejos antigeno-anticuerpo o
antigeno-fragmento de anticuerpo de la solucion;

d) retirar la solucion;

e) separar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de las moléculas de péptido

B-amiloide,
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f) identificar y cuantificar las isoformas del péptido B-amiloide extraidas de la
muestra de fluido biolégico o soluciéon derivada del mismo.

Se prefiere que la solucion de la que se extraen las isoformas del péptido 3-
amiloide sea una muestra de sangre u orina, por ser mas sencilla su obtenciéon que en el
caso de las muestras de liquido cefalorraquideo, o bien una muestra de plasma derivado
de una muestra de sangre. Entre sangre o plasma y orina, se prefiere especialmente que
la muestra de fluido biolégico sea una muestra de orina, por no requerir de métodos
invasivos para su obtencién. Ello obliga, sin embargo, a utilizar algin método muy
sensible para la identificacion y cuantificacion de las isoformas del péptido f-amiloide,
que puede ser la espectrometria de masas MALDI-TOF.

Los anticuerpos policlonales EM2 y EM3, desarrollados también por el grupo
de los inventores, pueden utilizarse también como herramienta complementaria en el

método de diagndstico de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 muestra las curvas de unién de los anticuerpos EMS5 (parte superior) y
6E10 (parte inferior) a péptidos AP inmovilizados. Se muestran los resultados
correspondientes a distintas concentraciones (abscisas; en concentracion nM) de los
anticuerpos tanto frente al péptido AP 40 (simbolos rellenos) como frente al péptido AP
42 (simbolos vacios), en ambos casos agregado (A) o sin agregar ([1). Cada punto
representa la media de experimentos realizados por ftriplicado. En ordenadas se
representa la densidad 6ptica (D.O) a 450 nm.

La Fig. 2 muestra el resultado de los andlisis por inmunotransferencia de los
anticuerpos EM2, EM3 y EMS5 frente a péptidos sintéticos AP 1-40 y AP 1-42.

La Fig. 3 muestra en su parte superior, un diagrama de barras referente a la
reactividad de EMS5 frente a series de péptidos AP sintéticos mediante ELISA, con los
valores de absorbancia (D.O. a 450 nm) correspondientes a 20 pg/ml de anticuerpo. En
la parte inferior se indica la localizacién del epitopo reconocido por EMS5 segin los
resultados obtenidos en este ELISA. 1-28R = AP;,s de roedor. Entre paréntesis,
diferentes mutaciones.

La Fig. 4 muestra la localizacion del epitopo del péptido AP reconocido por el

anticuerpo monoclonal EMS5 segun se determiné mediante analisis de Espectrometria



10

15

20

25

30

WO 2006/095041 PCT/ES2006/070027

13

de Masas del péptido P-amiloide inmunoprecipitado digerido con diferentes enzimas
proteoliticas indicadas en la Tabla de la descripcion (péptidos 1-5). La secuencia 6
corresponde al péptido B-amiloide sin digerir.

La Fig. 5 muestra fotografias de inmunotinciones de tejido cerebral afectado por
la enfermedad de Alzheimer, utilizando EM2, EM3, EMS y combinaciones de EM5
con cada uno de los anteriores. Las estructuras tefiidas se sefialan como V (vasos), DP
(placas difusas) y NP (placas neuriticas). Las fotografias corresponden a:

- (A) y (B): Secciones seriadas consecutivas de la misma zona del coértex

occipital inmunotefiidas con EM5 (A) y EM 3 (B) como anticuerpo primario,

utilizando azul de nitro-tetrazolio (NBT) como cromégeno.

- (C): Micrografia con alto grado de magnificacion de una técnica de

inmunotinciéon doble utilizando EM3 (cromégeno: NBT) y EMS5 (cromégeno:

DAB) como anticuerpos primarios.

- (D) y (E): Secciones seriadas consecutivas de la misma &rea del cortex

occipital inmunotefiidas o con EMS5 (D) o con EM2 (E).

- (F): Microfotografia con alto grado de magnificacién de una técnica de

inmunotincién doble empleando EM2 (cromégeno: azul de nitro-tetrazolio,

NBT) y EMS5 (cromégeno: diaminobencidina, DAB).

La Fig. 6 muestra graficos obtenidos en el andlisis por espectrometria de masas
MALDI-TOF de formas del péptido B-amiloide de distinta longitud. En cada caso, en el
eje de ordenadas se representa el porcentaje de intensidad (% Int.) correspondiente a
cada uno de los picos de diferente masa (Mas.), deducida a partir de la relacion
masa/carga (m/z). El gréafico superior, indicado con la letra A y con el indicativo “Ctrl.”
a la derecha, se obtuvo de una solucién que contenia los péptidos que comprenden los
aminoacidos 12 a 29 (Pep. AP. 12-29), 1 a 40 (Pep. APB. 1-40) y 1-42 (Pep. AP 1-42)
del péptido P-amiloide. El grafico inferior, indicado con la letra B y con el indicativo
“EMS5+PM?” a la derecha, se obtuvo tras la concentracion de los péptidos a partir de la
solucion que los contenia mediante el uso del anticuerpo EM5 unido covalentemente a
particulas magnéticas y separacion de los complejos formados mediante el uso de un
campo magnético. El dibujo de la zona inferior derecha representa la zona de union del

anticuerpo a cada uno de los péptidos considerados.
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La Fig. 7 muestra un gréafico obtenido mediante el analisis por espectrometria de
masas MALDI-TOF de una muestra de orina de un individuo sano a la que se le habian
afladido cantidades adicionales de los péptidos que comprenden los aminoécidos 12 a
28 (pico marcado como Pep. 12-28), 1 a 40 (pico marcado como Pep. 1-40) y 1-42
(pico marcado Pep. 1-42) del péptido B-amiloide, tras lo cual la muestra se tratd con el
anticuerpo EMS5 unido covalentemente a particulas magnéticas y se separaron los
complejos formados mediante el uso de un campo magnético. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de intensidad (% Int.) correspondiente a cada uno de los picos
de diferente masa (Ms.), deducida a partir de la relacion masa/carga (m/z). Se indican
los picos correspondientes a cada uno de las formas del péptido -amiloide afiadidas a

la muestra de orina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se ha comentado anteriormente, la invencion se refiere a un anticuerpo
monoclonal, EM5, que reconoce en el péptido B-amiloide el epitopo correspondiente a
la secuencia:

Val-His-His-GIn-Lys (SEQ ID NO:3)

Esta secuencia se corresponde con la de los residuos 12-16 del péptido [3-
amiloide humano. En consecuencia, seria esperable que el citado anticuerpo fuera
capaz de unirse a isoformas del péptido f-amiloide que contuvieran dicha secuencia,
no reconociendo aquellas que carecieran de ella como, por ejemplo, el denominado
péptido p3 (APi1742) y otras formas con el extremo amino truncado (APi7.x). En la
caracterizacion del anticuerpo monoclonal que se describe detalladamente en los
ejemplos posteriores se demuestra que EMS se une a cualquier péptido que contenga
los residuos 12 a 16 de la secuencia del AR humano, aun presentando modificaciones
fuera de esta region, y no reconoce péptidos que estén desprovistos de dicha region. Si
la region se modifica, como es el caso del péptido AP..s(roedor), que presenta un
cambio de aminodcido en la posicién 13, ademas de en las posiciones 5 y 10, el
péptido deja de ser reconocido por EMS.

Ademas, los estudios muestran que el anticuerpo es capaz de unirse a isoformas

del péptido AP que contienen los residuos 12 a 16 independientemente de si las
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mismas se encuentran en forma soluble, agregada o desnaturalizada (en SDS). En
particular, las pruebas descritas en los Ejemplos que se describen posteriormente
demuestran que el anticuerpo de la invencion es capaz de unirse tanto a isoformas del
péptido B-amiloide que se encuentran agregadas, formando parte del placas presentes
en muestras de tejido cerebral, como a isoformas del péptido P-amiloide que se
encuentren en solucion, incluso si la solucion es una muestra de fluido biolégico como
puede ser la orina. Por ello, otro de los aspectos de la invencion se refiere a una
composicion que contenga el anticuerpo de la invencion, o al menos un fragmento del
mismo capaz de unirse a SEQ ID NO:3, acoplados a alguna sustancia que permita su
deteccion y/o su concentracién, y a su uso en el diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer.

Cuando el anticuerpo de la invencién o un fragmento del mismo estén
acoplados a alguna sustancia que permita su deteccion, la deteccion de la presencia de
las isoformas del péptido 3-amiloide que se hayan unido al anticuerpo o un fragmento
del mismo y/o la cuantificacion de las mismas podré hacerse mediante la deteccion y/o
cuantificaciéon del anticuerpo o de su fragmento unidos a isoformas del péptido [3-
amiloide que contengan la secuencia especifica reconocida por el anticuerpo de la
invencidn. En una realizacion preferida de la invencion, la sustancia a la que se acopla
el anticuerpo, o un fragmento del mismo capaz de unirse a SEQ ID NO:3, es un
segundo anticuerpo capaz de unirse al anticuerpo monoclonal de la invencién, estando
el segundo anticuerpo unido a una enzima capaz de catalizar la transformacién de una
determinada sustancia en otra que posea unas caracteristicas que hagan facil la
deteccion de su presencia. En la realizacion que mas se prefiere de la invencion, el
segundo anticuerpo unido a una enzima es parte del sistema Envision, de Laboratorios
Dako, siendo la sustancia cuya transformacion es catalizada por la enzima un
cromogeno y siendo la enzima que cataliza la reaccion o bien fosfatasa alcalina
(utilizandose entonces como cromégeno azul de nitro-tetrazolio) o peroxidasa de
rabano (utilizdndose entonces como cromégeno diaminobencidina).

Otra posibilidad es que el anticuerpo de la invencién o un fragmento del mismo
estén unidos a alguna sustancia o particula que facilite la concentracion de las
isoformas del péptido P-amiloide que se hayan unido a dicho anticuerpo o a su

fragmento. Esta realizacién se prefiere cuando la composicion de la invencién vaya a
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utilizarse para la deteccion y/o cuantificacion de isoformas del péptido B-amiloide que
se encuentren en solucion, especialmente en una solucién en la que su concentracion
sea baja, como puede ser la sangre o el plasma, la orina o el liquido cefalorraquideo.
La sustancia o particula sera tal que permita la separacion facil del complejo antigeno-
anticuerpo de dicha disolucién, por ejemplo, por inmunoprecipitacién. Un ejemplo
preferido de dichas particulas son las particulas magnéticas que, al estar acopladas al
anticuerpo de la invencion o a un fragmento del mismo capaz de unirse a isoformas del
péptido B-amiloide que contengan la secuencia especifica reconocida por el anticuerpo
de la invencion, permitiran la extraccion de la solucion de las isoformas del péptido [3-
amiloide unidas al anticuerpo o a un fragmento del mismo si se aplica un campo
magnético adecuado. Posteriormente, las isoformas del péptido [-amiloide pueden
separarse del anticuerpo o del fragmento del mismo para proceder a su deteccion,
identificacién y/o cuantificacion. Un método adecuado para ello puede ser la
espectrometria de masas, en especial la conocida como MALDI-TOF (iniciales de la
expresion inglesa Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight, es decir,
la espectrometria de masas de desorcion/ionizacion por laser, asistida por una matriz,
realizada en tiempo de vuelo).

Como se ha mencionado, el anticuerpo de la invencion o un fragmento del
mismo capaz de unirse a isoformas del péptido B-amiloide que contengan la secuencia
especifica reconocida por el anticuerpo de la invencién, asi como las composiciones
que contengan al menos uno de ellos, pueden utilizarse para el diagndstico in vitro de
la enfermedad de Alzheimer. Los métodos de diagnoéstico in vitro de la enfermedad de
Alzheimer que hagan uso del anticuerpo de la invencion o de un fragmento del mismo
capaz de unirse a isoformas del péptido P-amiloide que contengan la secuencia
especifica reconocida por el anticuerpo de la invencion, asi como los que hagan uso de
composiciones que incluyan dicho anticuerpo o dicho fragmento, estidn incluidos
dentro del alcance de la invencién. Dicho diagnéstico puede realizarse sobre tejido
cerebral, en el que se pone de manifiesto selectivamente la presencia de depdsitos en
los que predominen isoformas del péptido amiloide que contengan la secuencia
reconocida por el anticuerpo monoclonal de la invencion (placas neuriticas y depdsitos
vasculares, depositos caracteristicos del desarrollo de la enfermedad de Alzheimer)

revelando la existencia de union a dichos depdsitos del anticuerpo monoclonal de la
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invencion, o de un fragmento del mismo capaz de unirse a la secuencia especifica
reconocida por dicho anticuerpo, a diferencia de lo que sucederia con los depoésitos en
los que las isoformas predominantes fueran aquellas que carecen de la secuencia
reconocida por el anticuerpo monoclonal de la invencidon (placas difusas), las
isoformas APi7x, que no presentarian unién del anticuerpo monoclonal o de
fragmentos del mismo. La unién del anticuerpo a placas neuriticas y depdsitos
vasculares se pone de manifiesto mediante una composicidon como puede ser una de las
que comprenden, ademas del anticuerpo de la invencion o un fragmento del mismo, un
segundo anticuerpo capaz de unirse al anticuerpo monoclonal de la invencién, estando
el segundo anticuerpo unido a una enzima capaz de catalizar la transformaciéon de una
determinada sustancia en otra que posea unas caracteristicas que hagan facil la
deteccion de su presencia, como puede ser un cromoégeno. En la realizacion del método
diagnoéstico de la invencidon sobre tejido cerebral que mas se prefiere, el método de
diagnéstico se complementa mediante la utilizacién adicional de los anticuerpos
policlonales EM2 y EM3, que reconocen o APx42 (EM3) o APx4o (EM2), ambos
anticuerpos también desarrollados previamente por el grupo de los autores de la
invencion [24].

Otra realizacion del método diagnostico de la invencion se lleva a cabo en un
fluido biologico que se sepa que contiene isoformas del péptido -amiloide, como
puede ser el liquido cefalorraquideo, la orina o la sangre o, en este Gltimo caso, el
plasma derivado de la misma. Dado que la obtencién de liquido cefalorraquideo
implica la realizacién de una puncioén, se prefiere la utilizacion de plasma o de orina,
especialmente de esta Gltima, que no lleva implicita la utilizacion de técnicas invasivas
para su obtencion. Se prefiere entonces que el método diagndstico de la invencion haga
uso de composiciones que comprendan el anticuerpo de la invenciéon o un fragmento
del mismo unidos a alguna sustancia o particula que facilite la concentracion de las
isoformas del péptido B-amiloide que se unan a dicho anticuerpo o a un fragmento del
mismo. Tal como se ha comentado, se prefiere que las particulas que faciliten la
concentracion de las isoformas del péptido P-amiloide sean particulas magnéticas
acopladas al anticuerpo o a un fragmento del mismo, de manera que, al someter la
soluciébn que contenga los complejos formados con las isoformas del péptido f-

amiloide a la accién de un campo magnético, puedan extraerse éstos de la solucion,
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que se puede desechar con facilidad mediante algiin método como la aspiracion. En el
caso de utilizarse un anticuerpo completo, se prefiere especialmente que el
acoplamiento del anticuerpo a la particula magnética se produzca mediante un enlace
covalente, para aumentar su estabilidad, pero que el establecimiento de dicho enlace
covalente se produzca de manera que se evite en lo posible la zona de unién al
antigeno, para no disminuir la capacidad de unién del anticuerpo, por lo que se
prefieren los métodos en los que unidn se produzca preferentemente en la zona rica en
histidinas del fragmento Fc del anticuerpo o en las cadenas glicosidicas de dicha zona.
En esta linea, se prefiere particularmente el método de unidon de los anticuerpos a
particulas magnéticas descrito por Fuentes et al. [26].

Una vez separados los complejos de unién de las isoformas del péptido -
amiloide de la solucion, se prefiere la separacion de dichas isoformas de los
anticuerpos o de los fragmentos de los mismos previamente a la detecciéon y/o
cuantificacion de las isoformas de péptido P-amiloide extraidas, para lo cual pueden
utilizarse acetonitrilo y &cido trifluoroacético. Dado que la concentracion de isoformas
de péptido P-amiloide en orina no suele ser elevada, se prefiere que la deteccion y/o
cuantificaciéon se produzca mediante algin método muy sensible como puede ser la
espectrometria de masas MALDI-TOF.

Otro de los aspectos de la invencion es una linea celular de hibridoma capaz de
producir el anticuerpo monoclonal de la invencion. En una realizacion preferida de la
invencion, dicha linea celular se obtiene mediante la fusion con la linea de mieloma de
raton P3/X63-Ag.653 de células de bazo de ratones BALB/c inmunizados con péptido
AP140 acoplado a KLH (hemocianina de lapa californiana).

Por ultimo, un aspecto mas de la invencién es un método de produccion y
purificacion del anticuerpo monoclonal de la invencién a partir de células de
hibridoma. En la realizacion preferida de la invencion, el método consiste en la
produccion de una linea celular de hibridoma como la anteriormente descrita y su
crecimiento como fluido ascitico en ratones BALB/c previamente tratados con Pristane.
El anticuerpo monoclonal se purifica de ese fluido ascitico mediante cromatografia de
afinidad en una columna de proteina A-Sefarosa (Pharmacia). En una realizacion
particularmente preferida de la invencion, las células de hibridoma utilizadas para ello

son las de la linea denominada “EMS clone A”, cuyo depdsito se ha solicitado el dia 1
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de Marzo de 2006 en la European Collection of Cell Cultures (Coleccion Europea de
Cultivos Celulares, ECACC), CAMR, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, Reino

Unido, habiendo recibido el nimero de acceso 06030101.

La invencion y sus realizaciones preferidas se describen ahora con mas detalle

mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplos.-
Ejemplo 1.- Produccién de anticuerpos

La produccién de los anticuerpos policlonales EM2 y EMS empleados en este
estudio se llevé a cabo tal como se ha publicado previamente [24].
Para la produccién del anticuerpo monoclonal EMS5 se llevaron a cabo los

siguientes pasos:

Obtencion de hibridomas

Se inyectaron de forma subcutinea a ratones BALB/c 40 ug de péptido AP0
acoplado a KLH (hemocianina de lapa californiana) y disuelto en tampén fosfato salino
(PBS) y emulsionado con un volumen igual de coadyuvante de Freund completo. Los
ratones recibieron tres inyecciones repetitivas cada dos semanas en coadyuvante de
Freund incompleto. Tres dias antes de la fusion, los ratones recibieron una inyeccion
intraperitoneal de 25 ng de AB;—40—KLH en PBS. El dia de la fusion, se fusion6 células
de bazo de los animales inmunizados con la linea de mieloma de ratén P3/X63-Ag.653
utilizando polietilenglicol 1400 (Sigma), siguiendo procedimientos establecidos [25].
Las células fusionadas se distribuyeron en placas estériles de 96 pocillos a una densidad
de 105 células por pocillo y se seleccionaron en medios que contenian hipoxantina,
timidina y aminopterina. Los hibridomas productores de anticuerpos se identificaron

mediante el ELISA descrito méas adelante.

Cribado de hibridomas.

Se recubrieron durante toda la noche a 4°C placas de microtitulacion de
poliestireno (Maxisorb, Nunc) con APB;40, a 5 ng/ml en tamp6én carbonato S0 mM, pH
9,6 (tamp6n de recubrimiento). Las placas se lavaron con Tween 20 al 0,05% en PBS
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(PBS-T) y se bloquearon los sitios de unidon no especificos con albumina de suero
bovino (BSA) al 2% en PBS-T (solucién de bloqueo) durante 1 hora a 37 °C. Después
de lavar, se incub¢ las placas durante 1 hora con sobrenadante de cultivo de tejidos
diluido dos veces en solucion de bloqueo. Las placas se lavaron de nuevo y se
incubaron con IgG de cabra anti-ratén conjugada con peroxidasa de rabano (Sigma)
una hora a 37 °C. Después de lavar, se afiadié la solucion con el sustrato (o-
fenilendiamina al 0,05% y peréxido de hidrégeno al 0,015% en tamp6n citrato 100
mM, pH 5,0). La reaccion se par6é 10 minutos mas tarde con acido sulfirico 2,5 M y se
determin6 la absorbancia a 492 nm en un lector de microplacas. Se seleccionaron los
hibridomas cuyos sobrenadantes produjeron un valor de absorbancia al menos dos
veces superior al obtenido con el sobrenadante de hibridomas no relacionados
(anticuerpos anti-gliadinas). Los hibridomas que producian anticuerpos especificos se
clonaron repetidamente mediante dilucion limitante, y los isotipos de los anticuerpos
monoclonales se determinaron en sobrenadante de cultivo de células concentrado
mediante inmunoprecipitacion en gel utilizando un antisuero especifico (Sigma). Los
hibridomas seleccionados se hicieron crecer como fluido ascitico en ratones BALB/c

previamente tratados con Pristane.

Purificacion de anticuerpos monoclonales.

El anticuerpo monoclonal EMS5 se purific6 del fluido ascitico mediante
cromatografia de afinidad en una columna de proteina A-Sefarosa (Pharmacia). Los
anticuerpos purificados se dializaron profusamente en PBS y se almacenaron a - 85 °C

hasta el momento de su uso.

Ejemplo 2.- Calculo de la constante aparente de disociacion: afinidad por los
péptidos AB140 Y AP1-w2

Se estudi6 mediante ELISA la afinidad de los anticuerpo monoclonales EMS5 y
6E10 utilizando los péptidos inmovilizados recién disueltos AB140 y AB142, péptidos
que habian sido sintetizados en la instalacion WM Keck de la Universidad de Yale
utilizando la metodologia del N-t-butiloxicarbonilo.

Se revistieron placas de microtitulacion de poliestireno (Immulon 2, Dynex

Technology Inc., Chantilly, VA) durante 16 horas a 4 °C con 0,5 ug de péptido AP 400
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A4 recién disuelto o agregado en tampon carbonato/bicarbonato pH 9,6. Después de
bloquear con Superblock (Pierce Chemical Co.) se afiadieron a los pocillos recubiertos
con AP concentraciones crecientes de EMS purificado (0-0,5 nM en TBS-T, 100
microlitros por pocillo) y se incubaron durante 3 horas a 37 °C. El EMS unido se
detect6 con el fragmento F(ab")2 de IgG de cabra anti-raton conjugada con peroxidasa
de rabano (1:3000, Amersham). La reaccion se desarrollé durante 15 minutos con
3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB) (BioRad, Hercules, CA.), se par6 con &cido
sulfurico 2 M y se cuantificé en un lector de microplacas (Cambridge Technology,
Watertown, MA) a 450 nm. La afinidad del anticuerpo comercialmente disponibles
6E10 (Senetek, PLC) se estudi®6 siguiendo un protocolo similar utilizando
preparaciones de anticuerpos IgG purificados. El andlisis de regresion no lineal, la
estimacion de las constantes aparentes de disociacion y la comparacion de los datos de
unién de proteinas para averiguar la significacion estadistica mediante el calculo de las
ratios F se evaluaron empleando el software Prism de GraphPad (GraphPad, San Diego,
CA).

La Figura 1 muestra las curvas de saturacion correspondientes a la union en el
ELISA de los anticuerpos monoclonales EM5 y 6E10 a péptidos AP recién disueltos y
agregados. En todos los casos, se observé una elevada afinidad con constantes
aparentes de disociacion en el rango picomolar. Ninguno de estos anticuerpos mostrd
una afinidad diferencial por las formas de AP recién preparadas o agregadas. De forma
interesante, mientras que 6E10 mostré una afinidad equivalente por APi4o y APB142,
EMS5 mostrd una afinidad mayor por AP 42 que por AP 40 (p<0,01) (13,7 pM y 15,5
pM por AP 42 recién preparado y agregado, respectivamente; y 37,5 pM y 37,0 pM por

AP 40 recién preparado y agregado, respectivamente).

Ejemplo 3.- Analisis por inmuneotransferencia

Se estudié y comparé el reconocimiento especifico de ABi40 y AP142 por parte
de EMS con los anticuerpos policlonales EM2 y EM3 mediante anélisis por
inmunotransferencia. Para ello, se sometieron péptidos AP (0,5 ug/calle) a
electroforesis PAGE en acrilamida al 16%, tris-tricina-SDS. Los péptidos se
transfirieron electroforéticamente durante 1 hora a 400 mA y 4°C a membranas de

poli(fluoruro de vinilideno) (Immobilon-P, Millipore) utilizando 4acido 3-
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ciclohexilamino-1-propanosulfénico, pH 11, que contenia metanol al 10%. Las
membranas se bloquearon durante 16 h a 4 °C con TBS-T que contenia leche
descremada en polvo al 5% y se incubaron luego durante 1 hora a temperatura
ambiente con 2 ug/ml de las IgG EM2, EM3 o EMS. Como segundo anticuerpo se
emple6 una IgG de cabra anti-conejo (EM2 y EM3) o anti-ratén (EMS) acoplada a
peroxidasa de rabano (Amersham) y diluida 1:2.000. Las inmunotransferencias se
visualizaron mediante quimioluminiscencia (Amersham) siguiendo las especificaciones
del fabricante.

Los resultados se muestran en la Figura 2. En ella puede apreciarse que, en los
experimentos de inmunotransferencia, EM5 mostré inmunorreactividad frente a los
péptidos tanto APB;40 como A4, (corroborando los resultados obtenidos por ELISA),
mientras que los anticuerpos EM2 y EM3 fueron capaces de reconocer solo los
péptidos APi140 0 APi42, respectivamente, como se ha descrito anteriormente [24].
Estos resultados apoyan la idea de que el anticuerpo monoclonal EM5 se une a un
epitopo lineal especifico comun a ambos péptidos, que se conserva en las muestras
tratadas con SDS. En conjunto, nuestros resultados indican que EMS es capaz de
reconocer péptidos AP en las formas soluble, agregada y desnaturalizada (en SDS),
con una union ligeramente preferencial con AP 42, probablemente como resultado del

incremento de la hidrofobicidad del péptido.

Ejemplo 4.- Localizacién del epitopo

Con el fin de localizar con precision el epitopo exacto reconocido por el
anticuerpo EMS, se analizd la unién del anticuerpo a una serie de péptidos AP
sintéticos. De ellos, los péptidos APi.16, AP12s ¥ AP2s3s se adquirieron a Sigma (San
Luis, MO); los péptidos APi42, AP142(E22Q), AB140, AP140(E22G), AB140(E22Q),
AR .28(roedor), AB1.2s(E22Q), AB1740, AB1642 Y AP2s.3s se sintetizaron en la instalacion
WM Keck de la Universidad de Yale utilizando la metodologia del N-t-
butiloxicarbonilo; AB21.2s, AP21-2s(E22Q), AB3741 Y APB3740 se sintetizaron en la Unidad
de Sintesis de Péptidos (Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid) utilizando la
metodologia normal del Fmoc. El disefio de los péptidos APs742 y AP3749 incluia una
cola en el extremo amino con un residuo de cisteina para el acoplamiento que tenia la

secuencia CSGGSGGG (SEQ ID NO:4). Todos los péptidos se purificaron mediante
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cromatografia liquida de alta eficacia en el modo de fase inversa y su pureza se evalud
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

a) ELISA de captura de anticuerpos

Para realizar el ensayo, se recubrieron placas de microtitulaciéon de poliestireno
de fondo plano (Immulon 2, Dynex Technology Inc., Chantilly, VA) durante 16 horas a
4 °C con 1 pg/pocillo del correspondiente péptido AP en tampdn carbonato-bicarbonato
0,1 M, pH 9,6. Después de bloquear con NaCl 150 mM, Tris 20 mM, Tween-20 al
0,05%, pH 7,4 (TBST) que contenia BSA al 2%, se incubaron diluciones seriadas del
anticuerpo EMS5 (de 20 a 0,02 mg/ml de la fraccion de las IgG) durante 1 hora a 37°C.
Se aplicé entonces una IgG anti-raton acoplada a peroxidasa (Sigma, San Luis, MO) y
diluida 1:2000 durante 30 minutos a 37°C. La reaccién se desarrollé con TMB
(BioRad, CA), se pard con acido sulfurico 2M y se cuantifico a 450 nm. La unién
inespecifica se determind omitiendo los primeros anticuerpos.

Los resultado se muestran en la Figura 3, en cuya parte superior aparece un
diagrama de barras correspondiente a los valores de absorbancia obtenidos
correspondientes a la incubacién de 20 pg/ml del anticuerpo con cada uno de los
péptidos. EMS5 demostré unirse a cualquier péptido que contuviera los residuos 12 a 16
de la secuencia del AP humano y no logré reconocer péptidos desprovistos de esta
region. Es mas, variantes mutantes con modificaciones fuera de esta region (AP:.
2(E22Q), AB140(A21G), AB140(E22G), AB140(E22Q)) mostraron una unidén similar al
compararlas con el péptido de tipo silvestre, mientras que el péptido AP;.s(roedor),
que muestra tres cambios de aminodcidos en las posiciones 5, 10 y 13, no fue

reconocido por EMS.

b) Andlisis por espectrometria de masas del péptido B-amiloide digerido e

inmunoprecipitado

Para confirmar los resultados, se realiz6 un estudio complementario en el que un
juego de péptidos derivados de APi42, generados por digestion con tripsina o «-
quimotripsina, se pusieron en contacto con particulas magnéticas recubiertas con
anticuerpo EMS. Para ello se siguieron los siguientes pasos:

Para digerir el péptido, a una alicuota de 10 ul de péptido P-amiloide en

bicarbonato aménico 50 mM que contenia 1 1g de péptido se le afiadieron 0,5 pl de
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tripsina o 0i-quimotripsina que contenian 0,025 ug de la enzima. La incubacion se llevo
a cabo durante 2 horas a 37 °C. En la Tabla I se muestran esqueméticamente las
digestiones llevadas a cabo.

Para realizar la inmovilizacién del anticuerpo monoclonal EMS sobre particulas
magnéticas, se incubd una alicuota de 5 pl (1,1 mg/ml) de EM5 con 50 ul de
Dynabeads M450 recubiertas con IgG de cabra anti-ratdbn a temperatura ambiente
durante 2 horas. El complejo se lavé 4 veces con PBS con mezcla bidireccional (en un
rotor).

Para efectuar la inmunoprecipitacion, se incub6 una alicuota de 10 pl del péptido
B-amiloide digerido con tripsina (o o--quimotripsina) con 50 ul de EM5 inmovilizado
sobre particulas magnéticas en un rotor durante 1 hora a 37 °C. El complejo magnético-
inmunoprecipitado se lavo 4 veces con PBS en el mismo rotor y se aspiraron y
descartaron los sobrenadantes.

Para llevar a cabo el analisis de espectrometria de masas del péptido [3-
amiloide inmunoprecipitado digerido los péptidos inmunoprecipitados contenidos en
los complejos magnéticos se liberaron con 20 pl de acetonitrilo al 50 %/ acido
trifluoroacético al 0,3 %. Se mezclaron 5 pl de esta solucion con 5 nl de &cido a-ciano-
4-hidroxicinamico saturado en acido trifluoroacético al 0,1 % / acetonitrilo (2:1). Un
volumen de 0,5 pl de esta solucion se depositd6 después en una sonda de acero
inoxidable en forma de punta y se dejé que se secara a temperatura ambiente. Las
muestras se midieron en un espectrometro de masas para MALDI-TOF Reflex II de
Bruker equipado con una fuente de iones con Optica de visualizacién y un laser de N,
(337 nm). Los espectros de masas se recogieron en el modo positivo lineal a un voltaje
de aceleracion de 28,5 kV y 1,5 kV en el detector lineal, acuamulando 200 espectros de
disparos unicos de laser por debajo del umbral de irradiancia. S6lo se consideraron las
sefiales de masas bien resueltas, de elevada intensidad, surgidas de 3-5 puntos de
incidencia seleccionados. Todos los espectros MALDI se calibraron externamente
utilizando una mezcla de péptidos normalizada [angiotensina II (1047,2), fragmento
18-39 de la hormona adrenocorticotropica (2466,7) e insulina (5734,6); Sigma].

Las caracteristicas de los péptidos analizados, asi como los datos obtenidos, se

resumen en la Tabla I siguiente:
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Tabla L.- Datos de espectrometria de masas MALDI-TOF obtenidos para

fragmentos obtenidos por digestion del péptido -amiloide

Fragmento | Aminoacidos Enzima Masa Valor
N° comprendidos utilizada Experimental Esperado

(m/z) (m/z)

1 1-16 Tripsina 1956,57 1955,0

2 1-17 0o-Quimotripsina 2067,37 2068,2

3 5-17 -Quimotripsina 1606,62 1605,7

4 6-16 Tripsina 1337,12 1336,4

5 11-17 o-Quimotripsina 888,66 890,0

Las secuencias de cada uno de estos péptidos (1-5) y del péptido sin digerir (6)
se muestran en la Figura 4, en la que se ha sombreado la zona que parece corresponder
al epitopo reconocido por el anticuerpo EMS5 segtin los resultados de espectroscopia de
masas MALDI-TOF del material inmunoprecipitado.

Como puede apreciarse en dicha Figura 4, el andlisis por espectroscopia de
masas MALDI-TOF del material inmunoprecipitado demuestra que EMS5 fue capaz de
extraer de la mezcla de digestion cada fragmento de péptido que contenia los residuos
11-16 (regiones sombreadas). No se recuperaron de la solucion fragmentos de péptido
fuera de esta region. Estos resultados confirman los datos obtenidos mediante ELISA y
andlisis por inmunotransferencia.

En conclusion, la reactividad diferencial del anticuerpo frente a una serie de
péptidos AP indica que EMS reconoce los residuos 11-16 de los péptidos AP. De entre
ellos, la participacion de los residuos 12-16 es fundamental, como lo demuestra el
hecho de que la mutacion del residuo 12 en el péptido AP1.os de roedor (1-28 R) impida
su reconocimiento por parte del anticuerpo; por su parte, la implicacion del residuo 11
(E) en la conformacion del epitopo no puede descartarse aunque los datos obtenidos no

la confirman por completo.

Ejemplo 5.- Inmunohistoquimica: reactividad tisular de los anticuerpos
Para demostrar la validez del anticuerpo EMS5 para poner de manifiesto

depositos caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer (placas neuriticas y depdsitos
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vasculares) frente a las placas difusas, se realizaron inmunotinciones de secciones de
tejido cerebral afectado por la enfermedad de Alzheimer utilizando los anticuerpos
EM2 (un anticuerpo policlonal dirigido al extremo carboxilo del péptido AP 40), EM3
(un anticuerpo policlonal dirigido al extremo carboxilo del péptido AP 42) y EMS (un
anticuerpo monoclonal con especificidad demostrada por los residuos 12-16 del péptido

AR). Tanto EM2 como EM3 se han utilizado ya en un estudio anterior [24].

Procesamiento de tejido cerebral y dreas seleccionadas para

inmunohistoquimica.

El tejido cerebral fue proporcionado por el Banco de Tejidos para
Investigaciones Neurologicas, Madrid. Se incluyeron en el estudio seis sujetos, 3
varones y 3 hembras, con EA definida. Las edades oscilaban entre 68 y 75 afios. En
todos los casos se hizo un diagnéstico de EA segun las directrices clinico-patologicas
del CERAD (Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease: Consorcio
para el Establecimiento de un Registro de la Enfermedad de Alzheimer) [10]. Ninguno
de los pacientes presentd otros hallazgos neuropatolégicos relevantes, por ejemplo
enfermedad de Parkinson o cambios vasculares significativos. Todos los cerebros se
procesaron para su estudio histologico siguiendo los protocolos de corte, fijacion e
inclusion del Brain Bank. Los periodos post-mortem oscilaron entre 10 y 18 horas.
Inmediatamente después de la autopsia se fij6 una mitad del cerebro (obtenida por
medio de una seccion medio-sagital de los hemisferios cerebrales, cerebelo y tronco
encefalico) en formaldehido tamponado con fosfato al 4%. Después de 3-4 semanas de
fijacion, se obtuvieron bloques de tejido de todas las areas corticales y subcorticales
implicadas de modo significativo en la EA, y se incluyeron en parafina después de una
deshidratacion progresiva en etanol y aclarado del tejido con xilol. En todos los casos
se obtuvieron de los bloques de parafina originales para su estudio
inmunohistoquimico secciones de tejido de 5 um que correspondian al cértex parieto-
occipital lateral, cortex temporal lateral (estas dos Ultimas areas segun lo recomendado
por las directrices del CERAD [10]), hipocampo, caudado - putamen (a nivel de la
cabeza del nacleo caudado), y cortex del hemisferio cerebeloso. Como control de

tincion amiloide inespecifica, se llevé a cabo una tincidn con metenamina - plata
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modificada en secciones consecutivas a las procesadas para la inmunohistoquimica

amiloide.

Anticuerpos y protocolos de inmunotincion

Los anticuerpos primarios empleados fueron EM2, EM3, y EMS5. Tanto EM2
como EM3 se han utilizado en un estudio anterior [24]. Las secciones se incubaron con
anticuerpos primarios a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los anticuerpos
policlonales se revelaron con el sistema Envision (Laboratorios Dako) con fosfatasa
alcalina (FA) utilizando azul de nitro-tetrazolio (NBT) como cromégeno, y el EMS5 se
reveld o con el sistema anterior o con el sistema Envision (Dako Laboratories) con
peroxidasa de rabano (HRP) utilizando diaminobencidina (DAB) como cromégeno. En
el caso de las técnicas de colocalizacion los anticuerpos policlonales se revelaron
siempre con el sistema Envision con FA (utilizando NBT como cromédgeno), mientras
que el EMS5 se revelo con el sistema Envision con HRP (utilizando DAB como

cromdgeno).

Inmunotincion doble y simple.

Se utilizaron técnicas de inmunotincién doble utilizando EMS como primer
anticuerpo primario y EM2 o EM3 como segundo anticuerpo primario, como trabajo
preliminar con el fin de establecer el grado de colocalizacion de cada par de
anticuerpos, junto con la dilucién 6ptima de trabajo de cada uno de ellos. Durante esta
fase del estudio, que se restringi6 a secciones de tejido del cortex parieto-occipital de
dos de los casos, se establecidé que el uso de EMS5 como primer anticuerpo primario
descartaba un efecto enmascarador de los otros dos anticuerpos, cuando se empleaban
como primer anticuerpo durante la técnica de inmunotincion doble. En secciones
seriadas de ambos bloques de parafina seleccionados se colocalizaron diluciones
crecientes (1:50, 1:100, 1:500, 1: 1000 y 1:2000) de EMS5 con diluciones decrecientes
(1:2000, 1:1000, 1:500, 1:100 y 1:50) de EM2 o0 de EM3. Como se encontré asi que el
anticuerpo EM2 se colocalizaba en alto grado con EMS, el resto del estudio se dirigi6 a
mostrar el patrén diferencial de reactividad mostrado por EM5S y EM3. Con este
proposito, la posterior inmunotincién doble en secciones de todas las areas

seleccionadas en todos los casos se limit6 al uso de EMS5 (a una dilucién 1:1000) como
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primer anticuerpo primario y EM3 (a una diluciéon 1:1000) como segundo anticuerpo
primario. De forma adicional, con el fin de visualizar con mas precision el patron de
reactividad mostrado por cada anticuerpo en el mismo tejido, se llevé a cabo una
inmunotincién simple en secciones seriadas de cada bloque utilizando EMS, EM2 o
EM3 como anticuerpo primario. Como el objetivo principal de esta parte del estudio es
comparar cualitativamente diferentes patrones de inmunorreactividad, mas que
diferencias cuantitativas entre anticuerpos, los resultados de las tinciones no se

cuantificaron.

Resultados

Los resultados de uno de los casos pueden apreciarse en la Figura 5, presentados
con la distribucién que se mencioné anteriormente, es decir:

- (A) y (B): Secciones seriadas consecutivas de la misma zona del cortex
occipital inmunotefiidas con EMS5S (A) y EM 3 (B) como anticuerpo primario,
utilizando NBT como cromégeno. Se han marcado los vasos (V) para facilitar la
localizacion de las placas. Mientras que EM3 (B) pone de manifiesto tanto placas
difusas (DP) como neuriticas (NP), asi como depdsitos en los vasos sanguineos (V),
EMS5 (A) tifie con mas intensidad tanto vasos sanguineos como algunas placas
neuriticas, aunque no placas difusas.

- (€) Micrografia con alto grado de magnificacion de una técnica de
inmunotincién doble utilizando EM3 (utilizando NBT -color azul- como cromégeno) y
EMS (utilizando DAB -color marrén- como cromdgeno) como anticuerpos primarios.
Se observa una doble inmunotincidn de las placas neuriticas y la pared de los vasos.

- (D) y (E): Secciones seriadas consecutivas de la misma 4rea del cortex occipital
inmunotefiidas o con EM5 (D) o con EM2 (E). De nuevo, se han marcado los vasos
(V) para ayudar en la identificacion de las placas. Se observa que tanto los vasos como
las placas neuriticas reaccionan con ambos anticuerpos. Se tifien menos placas
neuriticas con EM2 que con EMS, y ninguna placa difusa reacciona con ninguno de
ellos.

- (F) Microfotografia con alto grado de magnificacion de una técnica de
inmunotinciéon doble empleando EM2 (utilizando NBT -color azul- como cromédgeno)

y EMS (utilizando DAB —color marrén- como cromdgeno) como anticuerpos primarios
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en la misma seccion de tejido del cértex occipital. Se observa una precisa
colocalizacion de la reactividad de ambos anticuerpos en la pared del vaso y las placas
neuriticas.

Todos los casos salvo uno mostraron depdsitos amiloides vasculares prominentes
leptomeningeos e intracorticales que reaccionaban con todos los anticuerpos
ensayados. En todos los casos positivos la inmunorreactividad de los depdsitos
amiloides vasculares fue mas marcada (mas extensa e intensa) tanto con EM2 (Fig.
(5E)) como con EMS5 (Fig. (5A) y (5D)) que con EM3 (Fig. (5B)). EM2 y EMS se
colocalizan exquisitamente a este nivel (Fig. (5F)). Como se esperaba, las 4reas
neocorticales y el hipocampo mostraron una alta densidad de placas difusas y
neuriticas, mientras que el cortex del cerebelo y el cuerpo estriado mostraron sélo
depoésitos amiloides difusos. Las secciones incubadas con el anticuerpo EM3
mostraron reactividad con placas tanto difusas como neuriticas (Fig. (5B)). Cuando se
compararon con secciones sucesivas teflidas con el método de metenamina - plata
modificado, se demostré6 que EM3 tefiia todas las placas presentes en cada seccion.
Adicionalmente, el anticuerpo EM3 tefiia algunos cuerpos neuronales. Tanto EM2
como EMS5 tifieron placas neuriticas inmaduras (sin nicleo) y maduras (con nucleo), de
nuevo con un alto grado de colocalizacion (Fig. (SF)). EM2 no reacciond con ninguna
placa difusa ni en la region cortical ni en la subcortical (Fig. (3E)). La inmunotinciéon
doble con EMS5 y EM3 revela la colocalizacion de ambos anticuerpos en algunas
placas neuriticas, pero no en placas difusas (Fig. (5C)), aunque se encontré algo de
colocalizacion a este nivel cuando se incub6 EMS a una dilucién muy baja (1:50). Sélo
en un caso que mostraba abundantes placas difusas positivas para EM3 en secciones
del cuerpo estriado si que tifid6 EMS5 algunas de ellas muy ligeramente a la dilucion de
trabajo (1:500). Este mismo caso no mostr6 ninguna reactividad de las placas difusas
como EMS5 en el cortex del cerebelo. En todos los demdas casos las secciones del
cuerpo estriado y del cerebelo mostraron una cantidad variable de placas difusas,
ninguna de ellas reactiva frente al anticuerpo EMS. Ni EM2 ni EMS parecieron tefiir
todas las placas neuriticas presentes (véanse las Fig. (5A, D)). Sin embargo, como se
habia observado en el caso de la inmunorreactividad de los depésitos amiloides
vasculares, las placas neuriticas reactivas frente a EM2 o EMS5 se tifieron maés

intensamente que con EM3. Salvo por la negatividad de los vasos frente a todos los
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anticuerpos en un Unico caso y la ligera positividad de algunas placas difusas del
cuerpo estriado en ese mismo cerebro, se puede considerar que todos los casos
muestran patrones de tincidn similares para cada anticuerpo ensayado.

Por tanto, en contraste con el patron de tinciéon mas bien uniforme observado en
las placas difusas, el panel de anticuerpos detecté heterogeneidad dentro de las placas
neuriticas, lo que resulta relevante para indicar etapas concretas en el proceso de
evolucion de las placas difusas para convertirse en placas neuriticas. El anticuerpo
EMS tifi¢ intensamente todas las estructuras (placas neuriticas y paredes de los vasos)
tefiidas por EM2 y teflidas de forma variable por EM3. Un subconjunto de placas
neuriticas demostré tener un patrén de tincién idéntico al amiloide vascular, con una
elevada colocalizacion de reactividad frente a EM2 y EMS. La invencién muestra que
EMS deberia reaccionar con todas las estructuras que contienen 0 AP <1140 0 AP <1142
De hecho, los resultados de los ELISA aqui presentados muestran que el anticuerpo
EMS5 reconoce formas tanto de reciente disolucion como agregadas del péptido AP. Sin
embargo, en secciones de tejidos encontramos una variabilidad mayor en la tincion
entre las placas neuriticas con EM5 que con los anticuerpos policlonales, junto con una
elevada colocalizacion de intensa reactividad frente a EM5 con EM2 (A C40). Una
tincién relativamente mas intensa en estas placas positivas puede revela un subgrupo
de placas neuriticas o bien con un contenido particularmente elevado de péptidos A
largos, o selectivamente alto de AP C40, o incluso una accesibilidad particular del
epitopo reconocido por EMS en estructuras (vasos o placas) que muestran
codeposicion de AP <1140 Y AP <1142. El anticuerpo de la invencion parece detectar el
mismo subconjunto de placas neuriticas AP C40 (+) detectado anteriormente por
Parvathy et al. [22]. Este subconjunto de placas neuriticas con contenidos
particularmente altos de péptidos AP largos pueden ser hitos relevantes en la
progresion de las lesiones amiloides en la EA que el anticuerpo monoclonal de la
invencion permite poner de manifiesto. Por ello, el uso de EMS5 puede permitir definir
subconjuntos de placas que constituyan un marcador especifico del estadio de

progresion de la enfermedad.
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Ejemplo 6.- Capacidad de los anticuerpos para reaccionar con formas del péptido
-amiloide en orina

Para demostrar la validez del anticuerpo EMS para poner de manifiesto la
presencia de formas del péptido B-amiloide en fluidos bioldgicos, se realizé una prueba
de deteccion de los mismos en muestras de orina de pacientes sanos, a las que se habia
afladido con posterioridad a su obtencién una mezcla de péptidos sintéticos que
correspondian a formas de distinta longitud del péptido B-amiloide. Para ello, se afiadid
a las muestras de orina el anticuerpo monoclonal, unido a particulas magnéticas y se
procedié a la detecciéon de los péptidos unidos mediante espectrometria de masas

MALDI-TOF. Los detalles del procedimiento seguido se indican a continuacion.

Union del anticuerpo a particulas magnéticas

Las particulas magnéticas acopladas al anticuerpo EMS se prepararon siguiendo
el método descrito por Fuentes et al. [26], basado en la oxidacion suave de los restos
glicosidicos de las inmunoglobulinas para generar grupos aldehido, que se hacen
reaccionar con particulas magnéticas en cuya superficie se han generado grupos amino
mediante modificacién con etilendiamina. Brevemente, se indujo la oxidacion del
anticuerpo EMS mediante la incubacién con peryodato sédico 10 mM durante 2 horas,
tras las cuales se dializ6 el anticuerpo oxidado en agua destilada a 4°C. La modificacion
de las particulas magnéticas EM/100-30 (Merck Co, Francia), que poseen grupos
carboxilicos en su superficie, se produjo mediante su incubacién, a una concentracién
de 10 mg/ml, con etilendiamina 1 M pH 4,75, durante 90 minutos, tras los cuales se
afiadi6 EDCI (1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil)carbodiimida hidrocloruro)sélido hasta
una concentracion final de 10 mM y se dejé que tuviera lugar la reaccion durante 90
minutos, antes de lavar profusamente con agua destilada.

La inmovilizacion del anticuerpo sobre las particulas magnéticas se llevo a cabo
tras afiadir 10 mg del anticuerpo EMS oxidado, disuelto en tampé6n fosfato s6dico 150
mM de pH 7,5, a 2 ml de particulas magnéticas (10 mg/ml) con grupos amino en su
superficie a 4°C e incubando toda la noche. Las bases de Schiff formadas y los grupos
aldehido sin reaccionar se redujeron mediante la adicién de borohidruro sédico hasta
alcanzar una concentracion de 1 mg/ml, a pH 8,5 y 4°C. La preparacion se lavo

profusamente con agua destilada. La cantidad de anticuerpo inmovilizado se determin6
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cuantificando la diferencia en concentracion de proteinas en el sobrenadante antes y

después de la inmovilizacién, utilizando el método de Bradford [27].

Deteccion de péptido B-amiloide en solucion

Antes de comprobar su validez para unirse a isoformas de péptido -amiloide
presentes en muestras de fluidos biolégicos como puede ser la orina, se comprob6 la
capacidad del anticuerpo de la invencion para unirse a formas del péptido f-amiloide
en solucidon y si los anticuerpos acoplados a particulas magnéticas permitian la
extraccion de formas del péptido B-amiloide de soluciones en las que se encontraran
para proceder a su posterior identificaciéon y/o cuantificacion. Para ello, péptidos
sintéticos que correspondian a las formas del péptido 3-amiloide AP1229, AB140 ¥ AP1-
42, disueltos en agua destilada, se mezclaron en agua destilada para dar lugar a una
mezcla con unas concentraciones finales de 0,44 pug/ul de AB1229 y AP142 y 0,11 pg/ul
de AP140. 4 pl de esta mezcla de péptidos se afiadieron a 981 pul de agua.

A continuacion, se provoco la separacion de las formas del péptido B-amiloide
presentes en solucion en agua mediante el uso del anticuerpo de la invencidn,
utilizdndolo acoplado a particulas magnéticas. El andlisis por espectrometria de masas
de las mezclas de péptidos separadas de la solucion se muestra en la Fig. 6, en la que la
parte A corresponde al andlisis de la solucion sin tratamiento previo con anticuerpos
(Ctrl) y la parte B corresponde al uso del anticuerpo unido a particulas magnéticas
(EM5+PM). Como se ve, el anticuerpo es capaz de unirse a formas del péptido [3-
amiloide en solucién y de formar complejos con ellas de forma que pueden separarse

de dicha solucion.

Preparacion de la muestra de orina

En distintos dias, se recogieron muestras de 10 ml de orina de un individuo sano
y se centrifugaron a 3500 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos. La orina se
neutraliz6 a pH 7,0 con NaOH 1M en tampoén PBS.

Péptidos sintéticos que correspondian a las formas del péptido B-amiloide APis.
28, AP140 Y APi142, se mezclaron en agua destilada para dar lugar a una mezcla con unas
concentraciones finales de 0,44 pg/ul de AB122s y AP142 y 0,11 pg/ul de ABj4o. 4 pul

de esta mezcla de péptidos se afiadieron a 981 ul de orina.
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La concentracion final de formas del péptido B-amiloide en orina era 1,76 pg/ml

en el caso de APi213 y de AP14> y 0,44 pug/ml en el caso de APB;4o.

Inmunoprecipitacion

15 pl de particulas magnéticas recubiertas con el anticuerpo monoclonal EM5
(diluido 1:4 en tamp6n PBS) se incubaron durante 1 hora a 37°C con 981 pl de la
muestra de orina antes descrita, que contenia los tres péptidos P-amiloides (AP12.s,
ABi140y AB142).

Después de la incubacion, se colocé el tubo en un separador imantado de
particulas magnéticas y se extrajo cuidadosamente la orina utilizando una pipeta.

Las particulas magnéticas con los péptidos unidos a ellas, retenidas por la
accion del campo magnético del separador, se lavaron 3 veces con H>O.

Los péptidos unidos a ellas se separaron de las particulas magnéticas con 12 pl
de una solucién de una matriz de acido o-ciano-4-hidroxicindmico en 30% (v/v) de
acetonitrilo acuoso que contenia un 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA) y se

analizaron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

Deteccion de los péptidos inmunoprecipitados por espectrometria de masas

1,5 ul de la mezcla de la muestra resultante de la inmunoprecipitacion en la
matriz de 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico se colocé en una sonda de acero inoxidable
con capacidad para 100 muestras y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 5
minutos.

Las muestras se midieron en una estaciéon de trabajo para espectrometria de
masas MALDI-TOF Voyager DE-PRO de PE Biosystems utilizando la configuracion
por defecto del aparato. Los espectros de masa de recogieron en el modo reflector
positivo a un voltaje de aceleracion de 20 kV y un voltaje del colector del 75%, 0,002%
de filamento guia y 150 nanosegundos de tiempo de retraso, acumulando 200 espectros
de disparos individuales de laser por debajo de la irradiacion umbral. Sélo se
consideraron las sefiales de masas bien resultas, de elevada intensidad, de 3-5 puntos de
incidencia seleccionados. El equipo se calibré externamente empleando la mezcla de

calibracion 2, proporcionada por Applied Biosystems (Tres Cantos, Madrid, Espafia),
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compuesta por angiotensina (1297 Da), ACTH 1-17 (2094 Da), ACTH 18-39 (2466
Da), ACTH 7-38 (3660 Da) e insulina bovina (2867 Da).

La Fig. 7 muestra la grafica obtenida con una de las muestras, representativa de
las demas. Se observan picos correspondientes a los péptidos afiadidos a 1a muestra de
orina, lo que demuestra la capacidad del anticuerpo de la invencién para unirse a ellos
en muestras de orina. Al haberse realizado el andlisis con una muestra de un fluido
biolégico, se observan también otros picos, correspondientes a otras moléculas
presentes de forma natural en la muestra y que se han unido también al anticuerpo

acoplado a particulas magnéticas.

Depésito del hibridoma
El hibridoma que produce el anticuerpo EMS se depositdé en la European

Collection of Cell Cultures (Coleccion Europea de Cultivos Celulares, ECACC),
CAMR, Salisbury, Wiltshire, Reino Unido. La fecha de depdsito y el nimero de acceso
se muestran a continuacion:

Denominacion del hibridoma Fecha de depdsito N° de acceso

EMS clone A 01.03.2006 06030101

Tal como se comentd anteriormente, estas células de hibridoma de obtuvieron
mediante la fusién de dos tipos de células: a) linfocitos de bazo de ratones BALB/c,
obtenidos tras la inmunizacion de los ratones utilizando como inmunégeno la forma del
péptido P-amiloide denominada APi40, que comprende los aminoacidos 1 a 40 de
dicho péptido, acoplada a KLH, la hemocianina de lapa californiana; b) células de la
linea de mieloma de raton P3/X63-Ag653, que actuaban como parte inmortal de la
fusion. Se obtuvieron varios clones, de los cuales se selecciond el clon denominado
“EMS5 clone A”, que produce el anticuerpo monoclonal denominado “EMS5”, un
anticuerpo tipo IgG1 capaz de reconocer especificamente el antigeno utilizado para la
inmunizacion, el péptido A4, segin se comprobd mediante ensayos tipo ELISA de
captura de anticuerpos. Este clon se crecié en medio de cultivo RPMI 1640 con 10% de
suero fetal bovino, 10% de DMSO, glutamina 2 mM y piruvato sédico 1 mM, a 37°C y

en una atmosfera con 5% de CO,, condiciones en las que el 95% de las cé€lulas crecian
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en suspension y el 5% restante adherido al recipiente de cultivo. Las células se clonaron
dos veces mediante diluciones limitantes, tras lo cual se tomaron alicuotas de 4 x 10°
células, que se introdujeron en viales. Una vez realizados controles de ausencia de
bacterias, ausencia de micoplasmas y ausencia de hongos, se enviaron varios de estos
viales a la European Collection of Cell Cultures (ECACC), solicitando la admisién de

su depdsito.
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REIVINDICACIONES

1.- Un anticuerpo monoclonal que reconoce en el péptido 3-amiloide al menos
el epitopo correspondiente a la secuencia:

Val-His-His-GIn-Lys (SEQ ID NO:3)
y es capaz de unirse a isoformas del péptido B-amiloide humano que contengan dicha

secuencia.

2.- Un anticuerpo monoclonal segin la reivindicaciéon 1, capaz de unirse a
depositos de péptido B-amiloide humano en tejido cerebral de individuos afectados por

la enfermedad de Alzheimer.

3.- Un fragmento de anticuerpo monoclonal que reconoce en el péptido P-
amiloide al menos el epitopo correspondiente a la secuencia:
Val-His-His-GIn-Lys (SEQ ID NO:3)

y es capaz de unirse a isoformas del péptido 3-amiloide que contengan dicha secuencia.

4.- Un fragmento de anticuerpo monoclonal segin la reivindicaciéon 3, capaz de
unirse a depdsitos de péptido P-amiloide humano en tejido cerebral de individuos

afectados por la enfermedad de Alzheimer.

5.- Una linea celular de hibridoma capaz de producir el anticuerpo monoclonal

de la reivindicacion 1, o un fragmento del mismo segun la reivindicacion 3.

6.- Una linea celular de hibridoma segun la reivindicacion 5, obtenida mediante
la fusién con la linea de mieloma de ratébn P3/X63-Ag.653 de células de bazo de
ratones BALB/c inmunizados con al menos un péptido que contenga la secuencia Val-

His-His-GIn-Lys (SEQ ID NO:3).

7.- Una linea celular de hibridoma segun la reivindicacion 6, obtenida mediante
la fusién con la linea de mieloma de ratébn P3/X63-Ag.653 de células de bazo de

ratones BALB/c inmunizados con el péptido APB;.40.
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8.- Una linea celular de hibridoma segtin la reivindicacion 7, obtenida mediante
la fusidon con la linea de mieloma de raton P3/X63-Ag.653 de células de bazo de

ratones BALB/c inmunizados con el péptido AfB;40 acoplado a KLH.

9.- Uso del anticuerpo monoclonal de las reivindicaciones 1 6 2 o de al menos
un fragmento de dicho anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones 3 6 4 en el
diagnoéstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer a partir de una muestra de tejido

cerebral tomada de un individuo aquejado de dicha enfermedad.

10.- Uso del anticuerpo monoclonal de las reivindicaciones 1 6 2 o de al menos
un fragmento de dicho anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones 3 6 4, en
combinacién con al menos otro anticuerpo especifico para al menos una zona de
secuencia diferente del péptido [(-amiloide, en el diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer a partir de una muestra de tejido cerebral tomada de un individuo aquejado
de dicha enfermedad.

11.- Uso segin la reivindicacion 10 del anticuerpo monoclonal de las
reivindicaciones 1 6 2, o de al menos un fragmento de dicho anticuerpo monoclonal
segun las reivindicaciones 3 6 4, en combinacién con el anticuerpo EM2 y/o con el

anticuerpo EM3.

12.- Una composicion que comprende un anticuerpo monoclonal segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 o al menos un fragmento del mismo segun la
reivindicacion 3 6 4, acoplado a una sustancia que permite la deteccion de dicho

anticuerpo o fragmento del mismo.

13.- Una composicién segln la reivindicacién 12, en la que la sustancia a la que
se acopla el anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo es un segundo anticuerpo
capaz de unirse a dicho primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo, estando unido
este segundo anticuerpo a una enzima capaz de catalizar la transformacion de una

determinada sustancia en otra que pueda ser detectada.
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14.- Una composicion segiin la reivindicacion 13, en la que la sustancia cuya

transformacion cataliza la enzima es un cromégeno.

15.- Una composicioén segun las reivindicaciones 13 y 14, en la que el segundo
anticuerpo esta unido a fosfatasa alcalina y el cromdgeno utilizado es azul de nitro-

tetrazolio.

16.- Una composicion segun las reivindicaciones 13 y 14, en la que el segundo
anticuerpo estd unido a peroxidasa de rabano y el cromoégeno utilizado es

diaminobencidina.

17.- Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, que
comprende al menos otro anticuerpo especifico para al menos una zona de secuencia

diferente del péptido B-amiloide.

18.- Una composicion segun la reivindicacion 17, que comprende el anticuerpo
monoclonal de las reivindicaciones 1 6 2 o un fragmento de dicho anticuerpo
monoclonal segln las reivindicaciones 3 6 4 acoplado a una sustancia que puede ser
detectada y otro u otros anticuerpo(s) especifico(s) para una o mas zonas de secuencia
diferentes del péptido P-amiloide, acoplados a sustancias diferentes que también

pueden ser detectadas.

19.- Una composicion segin la reivindicaciéon 18, en la que el segundo
anticuerpo dirigido a una zona de secuencia diferente del péptido P-amiloide es el

anticuerpo EM2.

20.- Una composicion segin la reivindicacion 19, en la que el anticuerpo
monoclonal de las reivindicaciones 1 6 2 o el fragmento de dicho anticuerpo segun las
reivindicaciones 3 6 4 estd acoplado a un segundo anticuerpo unido a peroxidasa de
rabano, utilizdndose como sustancia a transformar que puede ser detectada el

cromogeno diaminobencidina (DAB), mientras que el anticuerpo EM2 est4 acoplado a
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un segundo anticuerpo unido a fosfatasa alcalina, utilizdndose como sustancia a

transformar que puede ser detectada el crom6geno azul de nitro-tetrazolio.

21.- Una composiciéon segin la reivindicacion 18, en la que el segundo
anticuerpo dirigido a una zona de secuencia diferente del péptido P-amiloide es el

anticuerpo EM3.

22.- Una composiciéon segun la reivindicacién 21, en la que el anticuerpo
monoclonal de las reivindicaciones 1 6 2 o el fragmento de dicho anticuerpo seguin las
reivindicaciones 3 ¢ 4 estd acoplado a un segundo anticuerpo unido a peroxidasa de
rabano, utilizdndose como sustancia a transformar que puede ser detectada el
cromégeno diaminobencidina (DAB), mientras que el anticuerpo EM3 esta acoplado a
un segundo anticuerpo unido a fosfatasa alcalina, utilizindose como sustancia a

transformar que puede ser detectada el cromodgeno azul de nitro-tetrazolio.

23.- Uso de una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 22
en el diagnodstico de la enfermedad de Alzheimer a partir de una muestra de tejido

cerebral tomada de un individuo aquejado de ella.

24.- Un método de diagnoéstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer a partir
de una muestra de tejido cerebral tomada de un individuo aquejado de ella que
comprende la deteccion a partir de dicha muestra de al menos una isoforma del péptido
B-amiloide que contenga al menos la secuencia Val-His-His-GIn-Lys (SEQ ID NO:3)
gracias a su unién a un anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones

1 6 2 0 un fragmento del mismo segun las reivindicaciones 3 6 4.

25.- Un método de diagnostico in vitro de la enfermedad de Alzheimer a partir
de una muestra de tejido cerebral tomada de un individuo aquejado de ella que
comprende la deteccion a partir de dicha muestra de al menos una isoforma del péptido
B-amiloide que contenga al menos la secuencia Val-His-His-GIn-Lys (SEQ ID NO:3)
gracias a su union a un anticuerpo monoclonal segin cualquiera de las reivindicaciones

1 6 2 o un fragmento del mismo segun las reivindicaciones 3 6 4, estando el anticuerpo
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o fragmento de anticuerpo comprendido en una composicion segin cualquiera de las

reivindicaciones 12 a 22.

26.- Un método de diagndstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer a partir
de una muestra de tejido cerebral tomada de un individuo aquejado de ella que
comprende la deteccion a partir de dicha muestra de al menos una isoforma del péptido
B-amiloide que contenga al menos la secuencia Val-His-His-GIn-Lys (SEQ ID NO:3)
gracias a su unién a un anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones
1 6 2 0 un fragmento del mismo segun las reivindicaciones 3 6 4, asi como la deteccion
de al menos una segunda forma del péptido f-amiloide gracias a su unién a al menos
un segundo anticuerpo dirigido contra una region diferente del péptido B-amiloide,
estando ambos anticuerpos o el fragmento del anticuerpo monoclonal segin las
reivindicaciones 1 6 2 y el segundo anticuerpo o cualquier otro anticuerpo adicional
dirigidos contra una region diferente del péptido amiloide, comprendidos en una

composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 22.

27.- Un método de diagnoéstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer segin
cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, en el que se detecta en tejido cerebral la
presencia de depodsitos de péptido B-amiloide a los que es capaz de unirse el anticuerpo

monoclonal de la invencion.

28.- Un método de diagndstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer segun la
reivindicacion 27, en el que se detecta en tejido cerebral la presencia de depositos de
péptido P-amiloide a los que es capaz de unirse el anticuerpo monoclonal de la
invencion mediante el uso de una composicion segin cualquiera de las reivindicaciones

12 a 23.

29.- Un método de diagnodstico de diagnostico in vitro de la enfermedad de
Alzheimer segiin la reivindicacion 28, en el que se detecta en tejido cerebral la
presencia de depodsitos de péptido B-amiloide a los que es capaz de unirse el anticuerpo
monoclonal de la invencidn, asi como la presencia adicional de depdsitos que contienen

al menos una isoforma adicional del péptido -amiloide a la que es capaz de unirse al
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menos un segundo anticuerpo dirigido contra una zona diferente de dicho péptido,

mediante el uso de una composiciéon segin cualquiera de las reivindicaciones 17 a 22.

30.- Un anticuerpo monoclonal segliin la reivindicacion 1, capaz de unirse a
formas solubles del péptido f-amiloide humano en muestras de fluidos biologicos o

soluciones derivadas de los mismos.

31.- Un anticuerpo monoclonal seglin la reivindicacion 30, capaz de unirse a
formas solubles del péptido f-amiloide humano en muestras de liquido cefalorraquideo,

sangre, plasma u orina.

32.- Un anticuerpo monoclonal seguin la reivindicacion 31, capaz de unirse a

formas solubles del péptido f-amiloide humano en muestras de orina.

33.- Un fragmento de anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 3, capaz
de unirse a formas solubles del péptido B-amiloide humano en muestras de fluidos

bioldgicos o soluciones derivadas de los mismos.

34.- Un fragmento de anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 33, capaz
de unirse a formas solubles del péptido PB-amiloide humano en muestras de liquido

cefalorraquideo, sangre, plasma u orina.

35.- Un fragmento de anticuerpo monoclonal segun la reivindicacién 34, capaz

de unirse a formas solubles del péptido B-amiloide humano en muestras de orina.

36.- Una composicion que comprende un anticuerpo monoclonal segun
cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32 o al menos un fragmento del mismo segin
cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35, en la que el anticuerpo o el fragmento del
mismo estdn acoplados a una sustancia o particula que facilita la extraccion de
complejos antigeno-anticuerpo o antigeno-fragmento de anticuerpo de la solucion en la

que se encuentran.



10

15

20

25

30

WO 2006/095041 PCT/ES2006/070027

45

37.- Una composicion segun la reivindicacion 36, en la que la sustancia o
particula que facilita la extraccion de complejos antigeno-anticuerpo o antigeno-
fragmento de anticuerpo de la solucién en la que se encuentran es una particula

magnética.

38.- Una composicion seguin la reivindicacion 37, en la que la uniéon entre el

anticuerpo o el fragmento del mismo y la particula magnética es una unién covalente.

39.- Uso del anticuerpo monoclonal de cualquiera las reivindicaciones 30 a 32 o
del fragmento del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35 en el
diagnéstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer a partir de una muestra de un fluido

biolégico o de una solucion derivada del mismo.

40.- Uso segun la reivindicacion 39, en el que el anticuerpo monoclonal o el
fragmento del mismo estan comprendido en una composicion segliin una cualquiera de

las reivindicaciones 36 a 38.

41.- Uso segun la reivindicaciéon 40, en el que el anticuerpo monoclonal o el
fragmento del mismo estan comprendidos en una composicién segln la reivindicacién
38.

42.- Uso segin la reivindicaciéon 41, en el que la composicion segin la
reivindicacion 38 se afiade a la muestra de fluido biolégico o a la solucién derivada del
mismo para que se formen complejos antigeno-anticuerpo o antigeno-fragmento de
anticuerpo con las formas del péptido B-amiloide presentes en la muestra de fluido

biolégico o la solucién derivada del mismo.

43.- Uso segun la reivindicacion 42, en el que se provoca la extraccion de
complejos antigeno-anticuerpo o antigeno-fragmento de anticuerpo formados del fluido
biolégico o la soluciébn en la que se encuentran mediante el uso de un campo

magnético.
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44 .- Uso segtn la reivindicacion 43, en el que las formas del péptido B-amiloide
extraidas de un fluido biolégico o una solucién derivada del mismo en forma de
complejos antigeno-anticuerpo o antigeno-fragmento de anticuerpo se separan del
anticuerpo o fragmento de anticuerpo posteriormente a su extraccion del fluido
bioldgico o la solucién en la que se encontraban y antes de proceder a su identificacion

y/o cuantificacion.

45.- Uso seglin la reivindicacion 44, en el que las formas del péptido B-amiloide

se identifican y/o cuantifican mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

46.- Uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 39 a 45, en el que la

muestra de fluido biolégico es una muestra de orina.

47.- Un método de diagnostico in vitro de la enfermedad de Alzheimer a partir
de una muestra de un fluido biolégico o de una solucién derivada del mismo que
comprende la deteccion a partir de dicha muestra de al menos una isoforma del péptido
B-amiloide que contenga al menos la secuencia Val-His-His-GlIn-Lys (SEQ ID NO:3)
gracias a su unién a un anticuerpo monoclonal segin una cualquiera de las
reivindicaciones 30 a 32 o a un fragmento del mismo segun las reivindicaciones 33 a
35, que comprende las etapas de:

a) afiadir a la muestra de fluido biolégico o la solucioén derivada del mismo una

composicién segin la reivindicacion 37 6 38;

b) dejar transcurrir tiempo suficiente para que se formen complejos antigeno-
anticuerpo o antigeno-fragmento de anticuerpo entre al menos una isoforma
del péptido P-amiloide y el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
comprendido en la composicion;

¢) aplicar un campo magnético para extraer los complejos antigeno-anticuerpo
o antigeno-fragmento de anticuerpo de la solucion;

d) retirar la solucion;

e) separar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de las moléculas de péptido

[B-amiloide;
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f) identificar y cuantificar las isoformas de péptido B-amiloide extraidas de las

muestra de fluido biolégico o soluciéon derivada del mismo.

48.- Un método de diagndstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer segun la

reivindicacion 47, en el que la muestra de fluido bioldgico es una muestra de orina.

49.- Un metodo de diagndstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer segun la
reivindicacion 48, en el que la composicion que se afiade en la etapa a) comprende un
anticuerpo monoclonal segiin una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32, unido
covalentemente a las correspondientes particulas magnéticas mediante la modificacion

de uno o mas restos presentes en la zona Fc de dicho anticuerpo.

50.- Un método de diagnostico in vitro de la enfermedad de Alzheimer segin la
reivindicacion 49, en el que la identificacion y cuantificacién de las isoformas del
péptido B-amiloide extraidas de la muestra de orina se realiza mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF.

51.- Un método de diagnostico in vitro de la enfermedad de Alzheimer segtn la
reivindicacion 50, en el que la etapa e) de separacién del anticuerpo o fragmento del
anticuerpo de las moléculas de péptido B-amiloide se realiza en acido «-ciano-4-

hidroxicinamico en acetonitrilo acuoso que contiene acido trifluoroacético.

52.- Una linea celular de hibridoma segtn la reivindicacion 8, caracterizada por

consistir en una muestra sustancialmente pura de ECACC 06030101.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
<120> METODO DE DIAGNOSTICO IN VITRO DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER MEDIANTE UN ANTICUERPO MONOCLONAL
<130> PCT-258
<160> 4
<210>1
<211>10
< 212> péptido
<213> artificial
<310> US4666829
<311> 15.05.85
<312>19.05.87
<400>
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr

<210>2

<211>17

< 212> péptido

<213> artificial

<220>

<222>1-17

<223> Péptido B-amiloide
<223> 6E10, SV17-6E10
<310> WO 90/12871
<311>13.04.90
<312>01.11.90

<400>

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

<210>3
<211>5
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<212> péptido

<213> humano

<220>

<222>12-16

<223> Secuencia reconocida por EM5 en el péptido B-amiloide
<400>

Val His His GIn Lys

<210>4

<211>8

<212> péptido

<213> artificial

<220>

<223> Cola de acoplamiento para el disefio del extremo amino terminal de ABs742 y
APB3749

<400>

Cys Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly
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