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ENTRADA EN FASE NACIONAL

©) SOLICITUD DE:
Patente de Invencidn [:l Patente de Modelo de Utilidad
lZl Capitulo 1. D Capitulo li.
@ Nombre: GLAXO GROUP LIMITED IDENTIFICACION
Direcciodn: Glaxo Wellcome  House,
Berkeley Avenue, Greenford Middlesex | ccC % NIT E
UB6 ONN, Inglat . C.E. Otro
SOLICITANTE ONN, Inglaterra
(71) Nacionalidad o Domicilio: Middlesex,
Inglaterra. Cuali
itucion; les.
l.ugar de Constitucitn: Inglaterra y Gales NGmero
Teléfono: 3264270 Fax 6069701
E-mail: jlicco@lloredacamacho.com
Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
® ce. X ~NnT OO
Direccion: Calle 72 No. 583 Piso 5°| CE. [] Oto [
REPRESENTANTE Bogotd, Colombia
O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual
Nimero 39.690.713 TP 53.215
E-mail: jlicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: ALARD, Philippe, Marc, Louis; ELLIS, Jonathan, Henry; FORD,
Susannah, Karen; GERMASCHEWSKI, Volker; LEWIS, Alan, Peter; SODEN,
. Peter Ernest; THOMAS, Pamela, Joan, WATTAM, Trevor, Anthony, Kenneth;
CATCHPOLE, 1an, Richard y GOUGH, Gerald, Wayne.
INVENTOR(ES) y ralc, TYeyn
{72) Direccién: Algoncmics NV, Technologiepark 4, B-9052 Gent vy
GlaxoSmithKline, Gunnels Wood Road, Stevenage Hertfordshire SG1 2NY.
Nacionalidad o Domicilio; Bégica y Reino Unido. ‘

@ PCT (86)
Soclicitud Internaciona! No. PCT/EP2008/067138 Fecha: 098/12/08
Publicacién Internacional No. ~ WO 2009/074583 A1 Fecha: 18/06/09
@ Titulo (54) “PROTEINAS DE UNION A ANTIGENOS”

@ Clasificacién Internacional (51} C07K 16/18

o (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
Prioridad GB 11/12/07 0724185 4
S| NO D GB 04/04/08 0806230.9
us , 10/04/08 £1/043,839

( -
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Bocumento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones.

Copia de la solicitud internacicnal. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de 1a solicitud internacional al castellano. {(Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causantie, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Ofros: reporte de busqueda internacional, publicacién, Notificaciones de Adicion de los Inventores
GOUGH, Gerald, Wayne y CATCHPOLE. lan Richard, Opinién Escrita y listado de secuencias.
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Solicito la concesian de la patente,
ALICIA LLOREDA RICAURTE

NOMBRE;
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES

LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o -

GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215

Q{‘J ( g,&,k,(\hut S



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-02-440
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

t.egalizacién de un Poder de Representacion Legal, Documento escritc en ingles y

en espafol.

Notarizacion del documento es espanol.

Hay uT sello rojo sobre una cinta verde.
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(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 196»1} . il
ird s
Reino Unido de la Gran Bretaria e irlanda del Norte o i
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafa e Ilanda del Norte & i
Este documento publico
ha sido firmado por Martin E Buchner
! ctuando como Notario Pubhco e
4. ’Heva el sello/estampl__'.la de.qgc;ho Notario Publico ;
| CERTIFICADQ‘E; Tl -
5. fen Londres cey T "8 el 26 ar-\ agosto de 200M
| 2
7. por el Secretano de Estado Pnncapal ge Su M@Jestaca para Asﬂntos
Extenores y del Commonwealth L i g .’ﬁ
Numero G499865 it ""“’)2,’, Y |
§el|o/Estampilla “+10.  Firma: (ilegible)
Sello de la Oficina de Asuntos M. Monaghan

| TEAUUTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177
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Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La‘ Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse en la seccién
consular de 1a mision que representa a ese pais. Una apostilia o certificado de
Iegahzacnon unicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre ei
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos 0 que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los
uontemdos

Traducido a mi mejor saber y entender, este dia 2 de septiembre de 2004,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

Res. 2i'177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTOR OFICEAYL
RESOLUCION 2 177

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO

[




DE PINNA

Yo, el infrascrito, Martin Emil BUCHNER, Notario Ptblico de la Ciudad de
londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y
juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio
y letra del Sefior Don Peter John GIDDINGS, cuya identidad me consta,
Apoderado de la Sociedad inglesa denominada “GLAXO GROUP
LIMITED”, Sociedad legalmente constituida y existente de acuerdo con las
leyes de Inglaterra, e inscrita en la Oficina de Registro de Sociedades bajo el
namero 305979, con domicilio social en Glaxo Wellcome House, Berkeley
Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN, Inglaterra;

QUE el citado Sefior Don Peter John GIDDINGS esti debida y
suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en virtud
del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 30 de enero
de 2003, una copia del cual he tenido a la vista,;

Y QUE los objetos para los cuales se otorgé dicho Poder se encuentran dentro
de los Ob]etOS'O actividades de la citada Sociedad, de.acuerdo con la Escritura
Constltutlva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE donde y como convenga y fuere necesario expidb el

presente Certificado gue f1rm0 y sello en dicha Ciudad de Londres, el dia de
hoy veintiseis de agosto del afno dos mil cuatro.

- , ' SRy b
E Es(acop:aowmeoonelodgkai
quatuvaala vista

Margh Emil BUCHNER
Notario Pidblico de Londres, Inglaterra

SCRIVENER
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"at London/a Londres - e 6. thefle 26 August 2004

‘by Her Majesty’s Isrincipal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs N2

APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
Counwry: United Kingdom of Great Britain and Northern |reland
Pays: Rovawne-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande du Nord (

This public document / Le présent acte public

Has been signed by Martin E Buchner
a €1¢ signé par

Acting in the capacity of  Notary Public
agissant en qualité de

Bears the seaifstamp of  The Said Notary Public
est revétu du sceauftimbre de

Centified/Attesté

A

par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesi¢ aux Affaires Etrangéres et du Co Amonwi

Number/sous No G499865

Stamp: . . 10. Signature: M. Meonaghan
timbre: :

~ /Y

For the Secretary of Stase / Pour ie Secréiaire d Etar

it this document is to be used in a country which is not party to the Hague Convention of 5
October 1961, it should be presented to the consular section of the mission represeating that
country. An apostille or legalisation centificate only contirms that the signature, seal or stamp on the
document is genuine. 1t does noi mean that the contents of the document are correct or that the
Foreign & Commonwealth Office approves of the contents.




T
05 avajo firmados, GLAXO GROUP LIMITED, una

saciedad arganizada y existente de conformidad con
as leyes de Inglaterra y Gales.."

con domicilio en Glaxo Wellcome House
Berkeley Avenue
Greenford Middlesex UB6 ONN
Inglaterra

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA vy/o
GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales vy
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
nolificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualqguiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los

amites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
ifecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reciamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, {imitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impueslos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resquardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicidn, pasando los antecedentes a fos tribunales,
quedan facultados para tomar intervencidn como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
ﬁemés facultades que resulten necesarias, y por el

‘esente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que

cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA vy/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquner

poder que cualquiera de ellos otoru DS AINRENTEY

nuestro.

Dado vy firmado

The undersigned, GLAXQ GROUP LIMITED, a
corporation organized and existing under the laws of
England and Wales.
domiciled at ~ Glaxo Wellcome House
Berkeley Avenue
Greenford Middlesex UB6 ONN
Great Britain

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of articie 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in ali proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps forthe said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
canceliations total or partiatly waive registrations, to
pay all instaliments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on dur
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO andior IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,

5 dugtrial Praperty.

23 AUG 2004 _

1 G§ as A orney and
uthorised Offici
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

. : DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICAGION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N° de solicitud;

(51) Int CI:

CO7K 16/18

(22) Fecha de solicitud: 08-08-10 (71) Solicitante(s): GLAXO GROUP LIMITED
(30) Prioridad ~ {31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
0724185.4 11-12-07 GB
08062309 04-04-08 GB {(72) Inventar(es):  ALARD, Philippe, Marc, Louis; ELLIS, Jonathan,
£1/043.839 10-04-08 us Henry; FORD, Susannah, Karen;
GERMASCHEWSKI, Volker, LEWIS, Alan, Peter;
SODEN, Peter Emnest; THOMAS, Pamela, Joanm;
WATTAM, Trevor, Anthany, Kenneth;
CATCHPOLE, lan, Richard y GOUGH, Gerald,
Wayne.
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
185) Fecha limite inicio fase nacional: 11-07-10 {87)  Publicacion internacional
86) Datos relativos a la presentacion de [a solicitud PCT Fecha: 18-06-09
Fecha de presentacion de la solicitud: 09-12-08 N* publicacian: WO 2009/074583 A1

No. de solicitud: PCT/EP2008/067138

54) Tituto: PROTEINAS DE UNION A ANTIGENOS

Resumen - Reivindicacidn(es);

Reivindicacién nimero 1.«

Una proteina terapéutica de unién a antigencs que reconoce un epitopo de péptido B-amiloide que contiene los restos 28-

35 de B-amiloide.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC
" DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS ) '
SUFPERINTENGENCIA PATENTE DE INVENCION ____ PCT _X__ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENC INDUSTRIAL _
(21} N° de solicitud: {22} Fecha de solicitud: 08-06-10

51} Clasificacion Internacional: CO7K 16/18

(71) Solicitante(s): GLAXO GROUP LIMITED

(72) Inventor{es):  ALARD, Philippe, Marc, Louis; ELLIS, Jonathan, Henry; FORD, Susannah, Karen; GERMASCHEWSKI, Volker, LEWIS, Alan, Peler;
SODEN, Peter Ernest; THOMAS, Pamela, Joan; WATTAM, Trevar, Anthony, Kenneth; CATCHPOLE, 1an, Richard y GOUGH, Gerald, Wayne.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
0724185.4 11-12-07 GB
0806230.9 04-04-08 GB
61/043,839 10-04-08 us
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 11-07-10 (87) Publicacién internacional
(86) Datos relativas a la presentacion de ta solicitud PCT Fecha: 18-06-09
Fecha de presentacién de la solicitud: 09-12-08 N° publicacion; WO 2009/074583 A1

No. de solicitud: PCT/EP2008/067138

(54) Titulo:.  PROTEINASDE UNION A ANTIGENOS




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE-NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO _
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION ___ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISEROINDUSTRIAL __
{21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 08-06-10

{51) Clasificacién Internacional: CO7K 16/18
{71) Solicitante(s): GLAXO GROUP LIMITED

{72) Inventor(es):  ALARD, Philippe, Marc, Louis; ELLIS, Jonathan, Henry, FORD, Susannah, Karen;
GERMASCHEWSKI, Volker, LEWIS, Alan, Peter; SODEN, Peter Ernest; THOMAS, Pamela, Joan; WATTAM,
Trevor, Anthony, Kenneth; CATCHPOLE, lan, Richard y GOUGH, Gerald, Wayne.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
{30) Priaridad (31)  No. Prioridad  (32) Fecha  (33) Pais Gx6em
0724185.4 11-12-07 GB :
0806230.9 04-04-08 GB
61/043,839 10-04-08 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 11-07-10 (87) Publicacion intemacionat:
(86) Datos relativos a ta presentacion de la solic. PCT Fecha: 18-06-09
Fecha de presentacion de |a solicitud: 09-12-08 No. Publicacion : WO 2009/074583 A1
No. de solicitud: PCT/EP2008/067138

{54) Titulo: PROTEINAS DE UNION A ANTIGENOS

| (57) Resumen:

Reivindicacién numero 1.-

Una proteina terapéutica de unidn a antigenos que reconoce un epitopo de péptido f-amiloide que contiene los restes 28-35 de B-amiloide,




PATENT COOPER

Fram the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

ATION TREATY

PCT

To:

GLAXOSMITHKLINE
Attn. Reddish, Anna

Corporate Intellectual Prope
980 Great West Road

NG

\

Brentford Middlesex TW8 BGS
GRANDE BRETAGNE Rece"N

corporate iP
 BRENTF(

T SmithKling|

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
HE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
EARCHING AUTHORITY, CR THE DECLARATION

o -

RD

{PCT Rule 44.1)

mailing
k" 29/05/2009
' Applicant’s or agent's tile reterence qb( - .
AXR/PB62764 ATTY GHECKED/FILE RTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
Imtgrnational application No. International tiling date
PCT/EP2008/067138 (day/monti/year) 09/12/2008
Applicart

GLAXO GROUP LIMITED

Filing of amendments and statement under Article 19:

International Search Rgport.

4. Reminders

1. [x] The applicant is hereby notified that the intarnational search report and the written opinion of the International Searching
Authorlty have been established and are transmitted herewith.

The applicant Is entitied, if he so wishes, to amand the claims of the International Application (see Rule 46):
When? The time limit for fliing such amandments is normaily two months from the date of ransmitial of the

Where? Directly to the international Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2. D The applicant Is hereby notifled that ng international search report wlli ba establlshed and that the daclaration under
Articlg 17(2)(a) to that effect and the writtian opinion of tha International Searching Authorlty are transmitted harawith.

3. D With regard to the protest against paymant of (an) additional !ee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:
the protest togethar with the decision therson has been transmitted 10 the Intemational Bureau together with the

applicant’s request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.
no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a declision is made.

Shortty after the expiration of 18 months from the priority date, the international application wilt be publishad by the

International Bureau. It the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international
application, or of the priority claim, must reach the International Bureau as provided In Rules 90bis.1 and 80bis.3, respectively.
befors the completion of the technical preparations for internationai publication.

The applicant may submit comments ¢n an informal basts on the written opinion of the Inlemational Searching Authority to the
International Bureau. Tha Intarnational Bureau will send a copy of such comments to afl designated Offices unless an

Intarnational preliminary examination raport has been or is to be established. These comments would also be made avallable to
tha public but not bafore the explration of 30 months from the pricrity data.

Within 18 months from the priority date, but only in respect of some dasignated Offices, a demand for international prefiminary
examination must be filed If the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority

date (in some Otficas even later); otharwise, the applicant must, within 20 months from the priority dale, perform the prescribed
acts for entry into the national phase before those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months {or later) will apply even if ng demand is flisd within 19
months.

Seg the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the applicable tme limits, Ottice by Office, see the PCT Applicant’s
Guide, Volume !I, National Chapters and the WIPO Internet site.

Name and malling address of the tnternational Searching Autharity

T« European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
) NL-2280 HV Rijswijk
O} el (:31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo .,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Sabina Maretto

Form PCT/ISA/220 (October 2005)

(See notas on accompanying shaet)
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- NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are intended to give the basic Instructions concerning the filing of amendments under article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative Instructions
under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For more
detailed information, see also the PCT Applicant's Guide. a publication of WIPQ,

In these Notes, "Article™, "Rule”, and "Section* refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Aoministrative instructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having recaived the international search report and the written opinion of the International
Searching Authority, one opportunity to ameng the clatms of the intamational application. It should however be emphasized
that, since all parts of the international application (claims.description and drawings) may be amended during the
international preliminary examination pracedurs, there Is usually no nead to file amendments of the claims under Article 19
except where, e.g. the applicant wants the latter to be published tor the purposes of provisional protection or has another
reason tor amending the clalms batora international publication. Furthermore, i shoutd be smphasized that provisional
protection is avallable in some States only (see PCT Applicant's Guide, Volume I/A, Annexes B1i and B2).

The attention of the applicant is drawn to the fact that amandmantis to the claims under Article 19 are not allowad whers
the International Searching Authority has declared. under Arlicla 17(2), that no international search report would be
established (see PCT Applicant’s Guide, Volume /A, paragraph 296).

What parts of the internationhat application may be amended?
Under Article 18, only the claims may be amended.

Curing the intemnational phase, the claims may also be amended {or further amended) under Articls 34 befors the
International Preliminary Examining Authority. The description and drawings may onty be amended under
Articla 34 betore the International Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the international applicatioh may be amended unger Articls 28 or.
where applicable, Article 41,

When? Within 2 months from the date of transmittal of the international search repart or 16 months from the priority date,

whicheaver titne limit expires later, It should ba noted, however, that the amendmants will be considarsd as having
been recelved on time If they are receivad by the Intarnational Bureau after the expiration of the applicable time
limit but before the completion of the technical preparations for international publication (Rule 46.1).

Where not to file the amendments?

The amendments may only be filed with the International Bureau and not with the receiving Office or the
Intarnational Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand tor international preliminary examination has been/is liled, see below.

How? Elther by cancelling one or more antire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of one
or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for sach sheat of the claims which, on account of an amendment or
amendmants, differs from the sheet originally filed.

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arablc numerals. Where a claim is

cancelled, no renumbering of the ather claims is required. In all cases where claims ars renumberad, they must be
renumbered consecutively (Section 205(b)).

The amendments must be made in the language in which the intemational application is to be published.

What documents must/may accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)):

The amendments must be submitted with a letter.

The letter will not ba published with the International application and the amended claims. It should not be
confused with the "Statement under Articie 19(1}" (see below, under *Statement under Articte 19(1)%).

The lettor must be in English or French, al the choice of the applicant. However, if the language of the

international appiication is English, the letter must be in English; if the language of the international application
is French, the letter must be in French. :

Notes to Form PCTASA/220 (first sheet) (October 2005)



NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The Istter must indicate the differences between the claims as filed and the claims as amended, It must, in
particular, indicale, in connection with each claim appearing in the international application (it being understoed
that idantical indications concerning severat claims may be grouped) whether

()  the claim Is unchanged;

(i) the claim is cancelled;

(i) the claim Is new;

{iv) the clalm replaces ong or more claims as filed,

(v} the cialm is the result of the division of a claim as filed.

The following examples illustrate the manner in which amendments must be explained in the
accompanying letter:

1. [Whaere originaily thare wera 48 claims and atter amendment of some claims there are 511
"Claims 1 to 29, 31, 32, 34, 35, 37 o 48 replaced by amended claims bearing the same numbers;
ctaims 30, 33 and 36 unchanged: nsw claims 49 to 51 added.”

2. [Where originally there were 15 claims and atter amendment of all claims there are 11]:
"Claims 1 to 15 replaced by amended claims 1 to 11.*

3. [Where originally there were 14 claims and the amendments consist In canceliing soma ¢laims and in adding
naw claims]:
*Clalms 1 to 6 and 14 unchanged; claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added.” or
“Clalms 7 to 13 cancellsd; new claims 15, 16 and 17 added; all other claims unchanged.”

4. [Whare various kinds of amendments are made):
"Claims 1-10 unchanged: claims 11 to 13, 18 and 19 cancellad; claims 14, 15 and 16 replaced by amended
daim 14; claim 17 subdivided into amended claims 15, 16 and 17; new claims 20 and 21 added.”

“Statement under article 19(1)* (Rule 46.4)

The amendments may be accompanied by a statement explaining the amendments and indicating any Impact
that such amendments might have on the description and the drawings (which cannot be amended under Article 19(1)),

The statement will be published with the international apptication and the amended claims.
1t must be in the language in which the international application is to be published,
it must be briet, not exceeding 500 words it in English or if ransizted into Enghlsh.

It should not be confused with and does not replace the letter indicating the differences between the claims as fled

and as amended. It must b tilad on a separate shest and must be identfied as such by a heading, preferably by
using the words "Statement under Article 19(1)."

It may not contain any digparaging comments on the Intarnational search report or the reievance of citations
contained in that report. Reference 1o citations, relgvant to a given ctaim, contained in the international search
report may be made only in connection with an amendment of that claim.

Consequence H a demand for intarnational preliminary examination has already been filed

- If, at the time of filing any amendments and any accompanying statement, under Article 19, a demand for
intermational preliminary examination has already baen submitted, the applicant must preterably, at the time of
filing the amendments (and any statsment } with the International Bureau, also file with the intarnational
Preliminary Examining Authority a copy of such amendments (and of any statement) and, where required, 2
translation ot such amendments for the procedure before that Autharity (see Rules 55.3(a) and 62.2, first
sentance). For turther information, see the Notas to the demand torm (PCT/IPEA/401).

It a demand for international preliminary examination Is made, the written opinion of the International Searching
Authorty will, except in certain cases where the International Prefiminary Examining Authority did not act as
Intemational Searching Authority and where it has notified the Intemational Bureau under Ruls 66.1bis(b), be
considered to be a written opinion of the International Preliminary Examining Authority. If a demand is made, the
applicant may submit to the international Praliminary Examining Authority a reply to the written opinion together,
where appropriate, with amendments before the expiration of 3 months from the date of mailing of Form
PCT/ISA/220 or betore the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later (Rule 43bis.1{c)).”

Consequence with regard to translation of the international application for entry into the national hhase

The applicant’s attantion is drawn to the fact that, upon entry into the national phass, a translation of the claims as

amended under Article 19 may have to be turnished to the designated/elected Offices. instead at, or in addition to,
the translaton of the ¢claims as flled. ’

For further details on the requirements of each designated/elected Office, see the PCT Applicant's Guide,
Volume I,

Notes to Form PCTASA/220 (second sheet) (Oclober 2005)



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent’s lile reference FOR FURTHER see Farm PCTASA/220
AXR/DB62764 ACTION as wall as, where applicable, item 5 below.
international application No. International filing date (dzy/month/vear) (Earligst) Priority Date (day/month/year)
PCT/EP2008/067138 09/12/2008 11/12/2007
Applicant '

GLAXO GROUP LIMITED

This International search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted 16 the applicant
according o Article 18. A copy is being transmitted to the Intemationa! Bureau, .

This Intemational search report oonsis_ts of a total of 5 shegts.
Itis also accompanied by a copy of each prlor art document cited in this report. -

1. Basis of the report :
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basls of.
the international application in the tanguage in which it was fled

D a translation of the International application into ___ . which is the language
of a transiation furnished for the purposes of International search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

This international search raport has been established taking into account the rectificaion of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 {Rule 43.6bi5{a)).

2, Certain claims were found unsearchable (See Box No. 1)

> [
c. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. 1.
> [

Unity ot Inventicn is lacking (see Box No III)

4. With regard to the title,

the text is approved as submittad by the applicant
[]  the text has been established by this Authority to read as follows;

5. With regard to the abstract, .
the text is approved as submitted by the applicant

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Autharity as it appears In Box No. IV, The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search repor, submit comments to this Authority

6. With repard to the drawings,
a. the figure of the drawings {0 be published with the abstract is Figure No.

[]  assuggested by the applicant

(7]  assetected by this Autharity. because the appiicant failed to suggest a figure
D as selecled by this Authority, because this figure better characterizes the (nvention
b. none of the figures is to be published with the abstract

Form PCTASA/210 (first sheat) (April 2007)
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT oCT/EP2008/067138

Box No. ! Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. With regard to any nuclectide and/or amino acid sequence discloged in the international application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:

a. type of material

a sequence listing

D tabis(s) related to the sequence listing

b. format of material

on paper

in electronic form

¢ time of filing/furnishing
D contained in the intarational applicatian as filed

filed together with the international application in electronic torm

In agdition, In the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnishad, the required statements that the information in the subsequent or additional coples is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriata, wers tumished.

furnished subsgquently to this Authorlty for the purpose af search

a. Additional comments;

Form PCTASA/210 {continuation of first shest (1)) (April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international application No

PCT/EP2008/067138

A_ CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
INV. CO07K16/18

Acgording to Inlernational Patent Classification (IPC) or 10 bolh nalional classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

CO7K

Minimum documentatlon searched (classification system followed by classificatlon symbols)

Documentation searched other than minimumn documaniation to the extant thal such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulied during the internatlonal search (name of dala base and, where praclical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, EMBASE, BIOSIS, Sequence Search, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory® | Chatlon of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

page 86, line 10

X /| W0 2004/071408 A (APPLIED MOLECULAR 1,2,
EVOLUTION [US]; DAVIES JULIAN [US]; TANG 29-31,
YING [US];) 26 August 2004 {2004-08-26) 36,37
example 1: table 3
X ' WO 03/076455-A (UNIV RAMOT [IL); SOLOMON 1,2,
~| BEKA [IL]; MCINNIS PATRICIA [US]) 29-31,
18 September 2003 {2003-09-18) : 36,37
page 50, Tine 13
P.X Y WO 2008/110885 A (RINAT NEUROSCIENCE CORP 3,4,
[US]; LING CHIA-YANG [US1) 29-31,
18 September 2008 (2008-09-18) 36,37,
49,50

Furthar documents are listad inthe continuation of Box G.

E Soe patant tamily annex,

" Spacial categories of cited docurments :

*A* document defining the general stala of the ar which Is not
considerad to be of particular relavance

'E* earlles document but published on or afier the international
filing date

‘" document which may throw doubts on priofity dalm(s) or
which is cited to establish the publication date of anothar
ciiation of other spedial teason (as specilied)

'O* document relarring to an oral disclosura, use, exhibition or
other means

°P* documani publishad prior to the intarnational filing date but
later than the prionity dafe claimed

*T* laler document published after the international filing dale
or priortty date and nol in conflict with ihe apptication but
ciled to ynderstand the principle of theory undertying the -
invention

"X* document of parlicular relevance; tha claimed invention
cannot ba considered novel or cannol be considered to
involve an inventiva step when the documant is taken abone

*Y" documant of pardlcular relevance; the claimed invention
cannol be considered to involve an inventive step when the
documen! is combined with one or more olher such docu-
ments, such comyination being obvicus to a2 parson skilled
In the art.

'&" document member of the same patent family

Dale of the actual completion of the international search

4 May 2009

Date of malling of the International searGh repornt

29/05/2009

Nama and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5618 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rilswijk

Tal, {(+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officar

Vadot, Pierre

Farm PCT/ASA/210 [sacond sheat) (April 2005)

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT -

International application No

PCT/EP2008/067138

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Citation of document, with indicatlon, whare appropriate. ol tha relevant passages Relavant 16 claim No.
X /' EP 0 683 234 A (TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES 3,4,

1 LD [JP]) 22 November 1995 (1995-11-22) 29-31,

: . 36,37,

49,50

table 1
Form PCTIIVSArzxo {continuation of second sheat) (April 2005)

page 2 of 2

Ci



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

Intemnational application No

PCT/EP2008/067138
Patent document Publication Patent family Publication .

cited in search report date member(s) date
W0 2004071408 A 26-08-2004  EP 1596809 A2 23-11-2005
WO 03076455 A 18-09-2003 AU 2003225636 Al 22-09-2003
CA 2477675 Al 18-09-2003
EP 1480666 A2 01-12-2004
JP 2005532276 T 27-10-2005
US 2006034855 Al 16~-02-2006
Us 2007172484 Al 26-07-2007
WO 2008110885 A 18-09-2008 JP 2009062358 A 26-03-2009
o Us 2009022728 Al 22-01-2009
EP 0683234 A 22-11-1995 AT 239797 T 15~05-2003
DE 69432629 D1 12-06-2003
DE 69432629 T2 25-03-2004
WQ 9417197 Al 04-08-1994

us 5750349 A

12-05-1998

Form PCT/ASArZ10 (patent family annex) {April 2005)




wo 2009/074583 A1 ML AR MO0 N A0 M RN

(19) World Intellectual Property Organization

International Bureau

(12) INTERNATIONAT APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

0 000 O 0

(43) International Publication Date P (10) International Publication Number

18 June 2009 (18.06.2009) WO 2009/074583 Al
(§1) International Patent Classilication: Kenneth [GB/GBJ, GlaxoSmithKline, Gunncls Wood

CO7K 16718 (2006.01) Road, Stevenage Hertfordshire SGi 2NY (GB).
(21) Internalional /\pp]icu[i()n Number: (74) Agcnts: REDDISH, Anna ct al.; GlaxoSmithKline, Cor-
PCT/EP2008/067138 porate Intellectual Propeny, 980 Great West Road, Brent-

ford Midd TW8 9GS (GB).
tonal ¥ .

(22) International iling Date (81) Designated States (unless otherwise indicated, for every

(25)
(26)

(31

(71)

(72)
(75)

9 December 2008 (09.12.2008)

Filing Language: tinglish

Publication Language: English
Priorily Dnta:
07241854
08062309
61/043.839

11 December 2007 (11.12.2007) GB
4 April 2008 (04.04.2008) GB
10 Aprl 2008 (10.04.2008)  US

Applicant (for all designated States except US): GLAXO
GROUP LIMITED [GB/GB|: Glaxo Wellcome House,
Rerkeley Avenue, Greenford Middlesex UB6 ONN (GB).

Inventors; and
Inventors/Applicants (for US only): ALARD, Phitippe,
Marc, Louis [BI/BE]; Algonomics NV, Technolo-

giepark 4, B-9052 Gent (BL3). ELLIS, Jonathan, Henry
|GB/GB|; GlaxoSmithKline, Gunnels Wood Road, Steve-
nage Hertfordshire SG1 2NY (GB). FORD, Susannah,
Karen [GB/GB]. GlaxoSmithKline, Gunnels Wood
Road, Stevenage Hertfordshire SG1 2NY (GB). GER-
MASCHEWSKI, Volker [DI/GBI, GlaxoSmithKline,
Gunnels Wood Road, Stevenage Hertfordshire SG1 2NY
(GB). LEWIS, Alan, Peter [GB/GB]; GlaxoSmithKline,
Gunnels Wood Road, Stevenage Hertfordshire SG1 2INY
(GB). SODEN, Peter, Ernest [GB/GB); GlaxoSmithK-
line, Gunnels Wood Road, Stevenage, Hertfordshire,
SG1 2NY (GB). THOMAS, Pamela, loan [GB/GB];
(flaxoSmithKlinc, CGiuanels Wood Road. Stevenage Hert-
fordshire SG1 2NY (GB). WATTAM, Trevor, Anthony,

(84

—

kind of national protection available): AL, AG. AL, AM,
AQ, AT, AU, AZ,BA, BB, BG, BH, BR,BW,BY,BZ, CA,
CH,CN,CO,CR, CU, CZ, DI, DK, DM, DO, PZ, EC, IiE,
EG, ES, F1, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, [D,
IL, IN,IS,JP, KE. KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LLC, LK,
LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ML, MG, MK, MN, MW,
MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NQ, N7, OM, PG, PH, PL, I'T,
RO, RS, RU, 8C, SI), SLi, 8G, SK, SL., SM, ST. SV, 8Y, T,
TM, TN TR, T TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM,
7w,

"Designated States (unless otherwise indicated, for every

kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, 8L, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Curasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, BE, 1iS, H,
IR, GB,GR, HR, HU, I, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT. NL,
NO, PL, PT. RO, SL, 81, 8K, TR), OAP! (BF, BJ, CI\, CG,
CL CM, GA, GN, GQ. GW, ML, MR, NLE, SN, 'TD, T(3).

Declarations under Rule 4.17:

as 1o applicant’s entitlement 10 apply for and be granted a
patent (Rule 4.17(ii))

as 10 the applicant’s entitlement to claim the priority of the
earlier application (Rule 4.17(iii))

of inventorship (Rule 4.17(iv))

Published:

with international search report

before the expiration of the time limit for amending the
claims and 10 be republished in the event of receipr of
amendments

(54) Title: ANTIGEN BINDING PROTEINS

{57) Abstract: Antigen binding prolcins that bind B-amyloid peptide, in particular human B-amylotd peptide; methods of treating
discases or disorders characterised by elevated - amyloid levels or f-amyloid deposits, particularly Alzhcimer's discase and diseases
or disorders alfecting the eye or optic nerve characterised by elevaled B-amyloid levels or B-amyloid deposits, including age related
macular degeneration and glaucoma type diseases and f-amyloid dependent cataract formation, with said antigen binding proteins:
pharmaccutical compositions comprising said anligen binding proteins; and methods of manufacture.
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2008/067138

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

REDDISH, Anna
GlaxoSmithKline

Corporate Intellectual Property
980 Great West Road
Brentford Midg TW8 9GS
ROYAUME-UNI

e of mailing (day/month/year)
04 August 2009 (04.08.2009)

olicant’s or agent’s file reference

AXR/PB62764

IMPORTANT NOTIFICATION

'mational application No.

PCT/EP2008/067138

Intemational filing date (day/month/year)

09 December 2008 (09.12.2008)

The following indications appeared on record concerning:

the applicant [ the inventor

[ the agent [[] the common representative

me and Address

State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsimile No.

E-majl address

The International Bureau hereby notifics the applicant that the following change has been recorded concerning:

} the person O the name (] the address [ the nationality O the residence

e and Address

ATCHPOLE, lan, Richard
laxoSmithKline

unnels Wood Road

ievenage, Hertfordshire SG1 2NY
nited Kingdom

Statc of Nationality State of Residence
GB GB

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[ Netifications by e-mail authorived

Further observations, if necessary:

The person identified in Box 2 should be added to the record as applicant for the United States of America only and

inventor for all designated States.

A copy of this notification has been sent 10:
B8 the recciving Office
[J the Iuternational Searching Autharity

{1 the Authority(ies} specified for supplementary scarch

the Intemational Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

DOxXC

The Intemational Durcau of WIPQ
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

ssimile No. +41 22 338 89 75

Authorized officer

Righetto Norbert
e-mail ptdS pet@wipo.int

Telephone No. +41 22 338 74 05

m PCTAB/306 (January 2609)

I/DSCHILLNO
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2008/067138

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92his.]1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To.

REDDISH, Anna
GlaxoSmithKline

Corporate Intellectual Property
980 Great West Road
Brentford Midd TW8 9GS
ROYAUME-UNI

: of mailing (day/month/year)
04 August 2008 (04.08.2009)

Heant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

AXR/PB62764
mational application No, International filing date (day/month/year)
PCT/EP2008/067138 09 December 2008 (09.12.2008)

The following indications appeared on record concerning;

the applicant [ the inventor

O the agent [T} the common representative

ne and Address

State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsimilc No.

E-mail address

The International Burcau hereby notifies the applicant that the following change has been recarded concerning:

the person [] the name [ the address [0 the nationality [ the residence

me and Address

JUGH, Gerald, Wayne
axoSmithKline

mnels Wood Road
evenage

wtfordshire SG1 2NY
lited Kingdom

State of Nationality State of Residence

GB GB
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
U Notifications by ¢-mail authorized

"arther observations, if necessary:

The person identified in Box 2 should be added to the record as applicant for the United States of America only and

inventor for all designated States.

A copy of this notification has been sent to:
BO the receiving Office
[ the International Scarching Authority

[] the Authority(ies) specified for supplementary scarch

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

0O

The Tnternational Bureau of WIOQ
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

simile No. +41 22 338 89 75

Authorized officer

Righetto Norbert
e-mail ptOS.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 05

1 PCT/IB/306 (January 2009)

I/DSCHLLOUO



PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT

see form PCTASAR20 WRITTEN OPINION OF THE

(PCT Rule 43bis.1)

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Date of mailing
(daysmonthiear) see form PCTASARI0 {second shest)

Applicant's ¢or agent's tile raferance

FOR FURTHER ACTION
see form PCTASA220

See paragraph 2 below

International application No. International filing date (daymmorthiear) Priority date {daysmonthiear)
PCT/EP2008/067138 | 09.12.2008 11.12.2007

intermational Patent Classification (IPC) or boih national classification and IPC
INV. CO7K16/18

Applicant
GLAXO GROUP LIMITED

1. This opinion contains indications relating to the following items:

® BoxNo. 1 Basis of the opinion

O BoxNo. Il Priority

(J Box No.!ll  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
& Box No. IV Lack of unity of invention

B Box No. v

Reasoned statement under Rule 43bis.1{a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Box No. VI Certain documents citad
Box No. VIl Certain defects in the international application

KOR

Box No. VIl Certain observations on the international applicalion
2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the international Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority cther than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the

International Bureau under Rule 66.1bis(b) thal written opinions of this International Searching Authority
will not be so considered. ’

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the 1PEA a written reply togsther, where appropriate, with amendments, befors the expiralion of 3 months

from the date of mailing of Form PCTASAR220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires latar. ‘

For further options, see Form PCTASA/220.

3.  For further details, see notes to Form PCTASA220.

Name and mailing address of the ISA! Date of completion of Authorized Officer
P this opinion ' gt T
) European Patent Office I 4 %
Q P.B. 5818 Patentlaan 2 ;eGeT:;,g:210 Vadot, Pierre : H g’ 7
T NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas , s
Tel. +31 70 340 - 2040 ‘ Telephone No. +31 70 340-3968 My gt
Fax: +31 70 340 - 3016 )

Form PCTASAR37 (Cover Sheet) (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2008/067138

Box No.1 Basis of the opinion

1. With regard to the language, this apinion has been established on the basis of:
& the international application in the language in which it was filed

[J atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. [J This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
_ by or notitied to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the international applicétion and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of materiat;
a sequence listiﬁg
O lablle('s) related to the'sequence listing
- b. format of material:
& on paper
® in electronic form
c. time of filingAurnishing:
D contained in the international application as filed.
K filed together with the international application in electranic farm.
&3 furnished.subsequently to this Authority for the purposés of search.
In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andior table relating thereto

has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished. ’ '

5. Additional comments:

Form BCTASA/237 (April 2007)




WRITTEN OPINION OF THE | International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2008067138

Box No. WV

Lack of unity of invention

1. O Inresponse to the invitation (Form PCTASA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time limit:

O

0
g
O

paid additional fees
paid additional fees under protest and, where a'pplicable, the protest fee

paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid

not paid additional fees

2. B This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Autharity considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

B complied with

O not complied with for the following reasons:

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

& all parts.

U the parts reiating to claims Nos.

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty {N) Yes: Claims 5-28,32-35,38-48
: No: Claims 1-4,29-31.36,37.49,50
Inventive step (IS) Yes:. Claims .
No: Claims 1-50
industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-28,33,36-50

No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2008067138

Box No. VI  Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and /or
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTASA/ 237 (April 2007)
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“WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) ' PCT/EP2008/067138

International application No.

Re ltem IV
Lack of unity of invention

At this stage, the ISA decided not to invite to pay for further search fees but the
Applicant should be aware that in case of EP filing, a non-unity objection might be
raised based on the reasoning that raising further antibodies against region 28-33 of
beta-amyioid does not involve inventive skills (see current inventive step objection)
unless the Applicant is able to show another linking concept than the epitope of the
antibodies. The application would be therefore splitted into the different antibodies
claimed namely;

- invention 1: antibody as defined in claim 5 by the 6 CDRs (corresponding to the 6F6
murine antibody), . R

- inventions 2-16 : antibodies as defined as in claims 15-29 and claim 41 respectively.
Even if, for instance, antibodies as defined in claims 16-19 share the same VL domain,
the consequence is that the affinity is different (see resuits in table 17).

- invention 17 : antibodies as defined by claim 38, with the proviso that a major
- objection raised under Art. 5 and 6 PCT.

Re tem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reterence is made to the following documents:

D1: WO 2004/071408 A (APPLIED MOLECULAR EVOLUTION [US]; DAVIES
JULIAN [US]; TANG YING [US];) 26 August 2004 (2004-08-26)

D2: WO 03/076455 A (UNIV RAMOT [IL]; SOLOMON BEKA [IL]: MCINNIS
PATRICIA [US]) 18 September 2003 (2003-09-18)

D3: WO 2008/110885 A (RINAT NEUROSCIENCE CORP [US]; LING CHIA-
YANG [US]) 18 September 2008 (2008-09-18)

D4: EP-A-0 683 234 (TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES LTD [JP]) 22
November 1995 (1995-11-22) |

Remark: the term "therapeutic” does not bring any technical details to the antibody and
therefore has no relevance unless the Applicant has meant to further describe that the
antibodies should bind to B-amyloid but also should reduce the amyloid load (as shown

‘orm PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-Aprit 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE ' International application No. .
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2008/067138

in page 49, I 17).

5.1 Novelty (Art. 33(2) PCT)

Due to the wording of claims 1-2 ("...contains residues 28-35"...), every antibodies
targeting a B-amyloid containing residues 28-35 fall under the scope of claims 1-2.
Consequently, documents D1 and D2 are 2 novelty destroying documents.

Document D1 discloses in example 1 the binding affinities of antibodies to B-amyloid 1-
-40. Table 3 gives the affinity values.

Document D2 discloses on page 50 the binding of antibodies to B-amyloid 1-42. The
medical use is disclosed on page 52, § 141.-

Claims 3-4 have been drafted in a more specific way since the antibodies must

recognize an epitope that is within the region of residues 28-35 of B-amyloid. Document

D4, in table 4 indicates antibodies binding to B-amyloid 25-35, therefore, falling into the
scope of claims 3,4.

Regarding claim 5 and claims dependent therecn (pharmaceutical composition, method
of treatment they are all new since none of the cited documents disclose the 6 CDR
sequences as claimed in claim 5. Claims 5-14 are thus novel.

Claims 15-28,41-47 are also novel since the sequences of the variable regions are also
novel.

Claims 29-31,36,37 are not novel since they depend on claims 1,2 which are not novel
(see details of document D2).

On the contrary, claims 32-35 are new since they relate to the combination of the
antigen binding protein with a complement pathway inhibitor.

Claims 38-40 are new as far as they relate to the bispecific antibody; but a major
objection has to be raised under Art. 5 and 6 PCT (see ltem VIII).

Claims 48 is consider as new since D4 does not disclose the epitope determination by

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2} (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE . International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING |
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2008/067138

~ SPR.

Claims 49 and 50 are not novel with respect to the technical disclosure of D4.

5.2 Inventive step (Art. 33(3) PCT)

Dacument D4 is considered as being the closest prior art.

The difference between D4 and the present appllcatlon lies on different antibodies
against B-amyloid.

The effect of the difference is the same as in the prior art.

The problem can therefore be defined as the provision of a funher antibody binding to
B-amyloid.

The solutions are defined in claim 5 but also in claims 15-28, 38 and 41 (see non- umty
objection).

These solutions cannot be considered as being inventive since it seems particularly
obvious to raise further antibodies against B-amyloid peptides.

Claims 1-50 are not inventive under Art. 33(3) PCT.

5.3 Claims 30-32,34,35 relate to a subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provision of Rule 39.1(iv)/67.1(iv) PCT. :
The patentability can be dependent upon the farmuiation of the claims. The EPQ, for
example, does not recognise as patentable claims to the use of a compound in medical

treatment, but may allow claims to a product, in particular substances or.compositions
forin a first or further medical treatment.

Re ltem VI
Certain documents cited’

Certain published documents

Application No Publication date Filing date Prionty date (valid claim)
Paterit No (day/month/year) (day/month/year) {day/month/year)
WO 2008/110885 18.09.2008 06.03.2008 09.03.2007

.03.03.2008

Form PCT/ISA/237 {Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)




WRITTEN OPINION OF THE ‘ International application Ng.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2008/067138

The patent document WO 2008/110885, cited as intermediate document on the ISR,
was published on and claims a priority date of. At the national/regional phase, this
document may become relevant to the question of novelty, depending on the validity of
the priority date claimed by present application and on the relevant Patent.

Re ltem Vil
Certain observations on the international application

8.1 The claims relating to CDR sequences should indicate under which numerotation
the sequences have been done. It seems that claim 5 is done under the Kabat
numbering_ N W teaa s el Coae o aan e e PIF P N T P R

8.2 Claims 10,11,13 include different substitutions in the light and heavy chain
framework regions. But support can be found only for ¢certain combination of

substitutions, and not for all kind of substitutions (see tables 7 and 8). A limitation
should be done accordingly.

8.3 Regarding the medical use claims 30-32,34,35 and the result given on page 49, |i
31, it is indicated that even if 6F6 was able to bind the beta-amyloid, it was not possible
to warranty the medical benefit of these antibodies. Therefore, only the antibodies for
which results are shown would have the possibility to claim a medical treatment.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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Possible steps after receipt of the international search report (1SR) and
written opinion of the International Searching Authority {(WO-1SA)

General
information

Amending claims
under
Art. 19 PCT

Filing a demand
for international
preliminary
examination

Filing informal
comments

*For all international applicatidns filed on or after 01/01/2004 fhe conipetent

ISA will establish an ISR It is accompanied by the WO-ISA Unlike the
former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-1SA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities.

Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-ISA the
applicant may file amended claims under Art.- 19 PCT directly with the
International Bureau of WIPQO. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as

form PCT/I1SA/220 and the corresponding Notes to form PCT/{SA/220.

. .In principle, the WO-ISA will be considered as the written opinion of the

IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary fo fils a demand tor
international preliminary examination, |f the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/WQ-I1SA or 22 months after priority |
date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the IPEA as before, normally at the same time as
tiling the demand (Ruie 66.1 (b) PCT).

If a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-1SA will be transformed.
by the IPEA into an IPRP (International Preliminary Report on Patentability)
which would merely reflect the content of the WO-1SA. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

After receipt of the |SR/'WO-ISA the applicant may file informal comments
on the WO-ISA directly with the International Bureau of WIPO. These
will be communicated to the designated Offices together with the IPRP

- (International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the

End of the
international
phase

Relevant PCT
Rules and more
information

200704010CK_|_>

priority date. Pleass also refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will
transtorm the WO-18A or, if a demand was filed, the written opinion of the
IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The |PRP replaces the former
IPER (international preliminary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/2003, OJ 11/2003, OJ 12/2003
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PROTEINAS DE UNION A ANTIGENOS

RESUMEN —OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Proteinas de union a antigenos que se unen a péptido B-amiloide, en particular
péptide B-amiloide humano; procedimientos de tratar enfermedades o
trastornos que se caracterizan por niveles de B-amilcide o depositos de B-
amiloide elevados, en particular enfermedad de Alzheimer y enfermedades o
trastornos que afectan al ojo o al nervio éptico que se caracterizan por niveles
de B-amiloide o depositos de B-amiloide elevados, que incluyen degeneracion
macular senil y enfermedades de tipo glaucoma y formacién de cataratas
dependiente de B-amiloide, con dichas proteinas de union a antigenos;
composiciones farmacéuticas que comprenden dichas proteinas de uniéon a

antigenos; y procedimientos de fabricacion.
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-2-

PROTEINAS DE UNION A ANTIGENOS

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a proteinas de union a antigenos, incluidos los
anticuerpos, que se unen al péptido B-amiloide y en particular a péptido B-
amiloide humano. La presente invencidn también se refiere a procedimientos
de tratar enfermedades o trastornos que se caracterizan por niveles de B-
amiloide o depédsitos de B-amiloide elevados, en particular enfermedad de
Alzheimer y enfermedades o trastornos que afectan al ojo o al nervio optico
que se caracterizan por niveles de B-amiloide o depdsitos de B-amiloide
elevados, que incluyen degeneracién macular senil, enfermedades de tipo
glaucoma y formacién de cataratas dependiente de B-amiloide, con proteinas
de union a antigenos que se unen al péptido B-amiloide, en particular al
péptido B-amiloide humano. Otros aspectos de la presente invencidén seran

patentes a partir de la descripcion siguiente.

Antecedentes de la invencién

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas habitual de declive
cognitivo senil, que afecta a mas de 12 millones de personas en todo el mundo
(Citron M (2002) Nat. Neurosci 5, Supl 1055-1057). Las etapas mas tempranas
de la enfermedad se caracterizan por una pérdida progresiva de la memoria
con un declive cognitivo y deficiencias del habla y el comportamiento
asociados. En las etapas mas tardias de la enfermedad, los pacientes
desarrollan amnesia global y presentan una funcidn motora muy reducida. La

muerte habitualmente se produce 9 afios después del diagndstico y a menudo
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esta asociada a otras afecciones, habitualmente neumonia (Davis K.L. vy
Samules S.C. (1998) en Pharmacological Management of Neurological and
Psychiatric Disorders, editores Enna S.J. y Coyle J.T. (McGraw-Hill, Nueva
York paginas 267-316)). Los tratamientos actuales representan estrategias
sintomaticas, que se centran en aliviar la deficiencia cognitiva y mejorar los
sintomas del comportamiento asociados a la etiologia de la enfermedad en
curso. En la practica, estos tratamientos proporcionan Unicamente un
beneficio cognitivo de corta duracion ya que se ha resefiado que el nivel de
deficiencia cognitiva dura unicamente hasta 2 afios. El potencial de una
terapia que modifique la enfermedad que ralentice y posiblemente detenga la
progresion de la enfermedad es enorme. Dichas estrategias proporcionarian
mejoras radicales y mantenidas en la calidad de vida de los pacientes y de
forma muy importante sus cuidadores al igual que reduciria los tremendos

costes sanitarios globales de esta enfermedad.

El diagndstico clinico de la enfermedad de Alzheimer actualmente se basa en
una combinacion de pruebas fisicas y mentales que llevan al diagndstico de
una posible o probable enfermedad de Alzheimer aunque se estan
investigando biomarcadores de diagnéstico y de obtencién de imagenes
(Sonnen y cals. (2007) Expert Rev Neurotherapeutics 7(8) 1021-1028;
Lockhart y cols (2007) Brain 130: 2607-2615). Post mortem la enfermedad se
confirma por marcadores neurolégicos bien caracterizados en el cerebro, que
incluyen el depdsito de AB en placas parenquimaticas y en los vasos
cerebrales, formacion intraneuronal de ovillos neurofibrilares, pérdida de

sinapsis y perdida de subpoblaciones neuronales en regiones especificas del
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cerebro (Terry, RD (1991) J Neural Trans Supl 53: 141-145).

Una ingente cantidad de indicios genéticos, histologicos y funcionales sugieren
que el péptido B-amiloide (AB) es clave en la progresidn de la enfermedad de
Alzheimer (Selkoe, D. J. (2001) Physiological Reviews 81: 741-766) aunque
recientemente queda menos claro si los depositos de Aquue se observan en
el examen post mortem son la causa rea! del declive cognitivo (Ferreira ST
(2007) Life 59(4-5): 332-345). Se sabe que AR se produce mediante la escision
de la proteina precursora de [(-amiloide (también conocida comoc APP)
mediante una enzima aspartil proteasa conocida como BACE1 (también
conocida como B-secretasa, Asp2 o Memapsin-2) (De Strooper, B. y Konig, G.
(1999) Nature 402: 471-472). Ademas de los depdsitos parenquimaticos vy
vasculares, se ha planteado la hipotesis de que las formas oligoméricas
solubles de AB contribuyen al inicio de la EA y pueden afectar a la funcién
neuronal inicialmente al impedir la funcién sindptica (Lambert y cols (1998)
Proceedings of the National Academy of Science, U.S.A. 95 . 6448-6453:
Kayed y cols (2003) Science 300:486-489; Cheng y cols (2007) J Biol Chem
282(33). 23818-23828; Ferreira y cols (2007) Life 59:332-345). Aunque las
placas de amiloide insolubles se encuentran de forma temprana en la EA y en
la deficiencia cognitiva (MC1), los niveles de agregados de A soluble (algunas
veces denominados oligdmeros o ligandos con capacidad de difusién
derivados de AR (ADDL)) también estan aumentados en estos individuos, y los
niveles de AP soluble presentan una mejor correlacion directa con la
degeneracion neurofibrilar y con la pérdida de marcadores sinapticos que las

placas de amiloide (Naslund y cols (2000) J Am Med Assoc 283 1571-1577,

3.
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Younkin, S. (2001) Nat. Med. 1. 8-19). Ademas, estos oligémeros pueden
representar precursores de la via de la formacion fibrilar y su eliminacion o
neutralizacion puede evitar los efectos tdxicos y la formacién fibrilar (Ferreira
ST (2007) Life 59(4-5): 332-345; Gong Y (2003) PNAS 100:10417-10422). A
pesar de estos hallazgos, la AB42 muy amiloidogena y las formas truncadas en
el extremo amino APx-42 son las especies predominantes de A3 que se
encuentran tanto difusas como en las placas seniles (lwatsubo, T (1994)
Neuron. 13:45-53, Gravina, SA (1995) J. Biol. Chem. 270:7013-70186) vy los
niveles relativos de AR42 parecen ser no solo un biomarcador de EA sino
también un regulador clave de la agregacion de AR en la formacién de placas
de amiloide. Se ha demostrado que 42 se agrega mas facilmente que otras
formas de AR in vitro (Jarrett, JT (1993) Biochemistry 32: 4693-4697) y por ello
se ha implicado a la AB42 como molécula de inicio en la patogénesis de la EA
(Younkin SG, (1998) J. Physiol. (Paris). 82: 289-292). Aunque la AB42 es
habitualmente un producto minoritario en el metabolismo de APP, unas
pequefas variaciones en su produccion estan asociadas a unos efectos
considerables sobre 'el deposito de AR y por lo tanto, se ha planteado la
hipotesis de que la reduccion de AR42 por si sola puede ser una forma eficaz
de tratar la EA (Younkin SG, (1998) J. Physiol. (Paris). 92: 289-292; Levites y
cols (2007) J Clin Invest. 116(1): 193-201). En apoyo de esto, se ha resefado
que las mutaciones en la proteina precursora amiloide (APP) y en los genes de
preseniina aumentan predominantemente los niveles relativos de AR42 y que
por lo tanto acortan el tiempo hasta el inicio de la enfermedad de Alzheimer
(EA) (Selkoe D.J., Podlisny M.B. (2002) Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 3:

67-99). Deberia recalcarse sin embargo, que la velocidad de la deposicidén de
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amiloide también depende de los niveles de amiloide globales, del catabolismo
y de la eficacia del aclaramiento de AR del SNC que se ha demostrado que se
ve influido negativamente por la edad y por niveles de amiloide elevados como
los que se encuentran en la EA (Deane y cols {2005) J Neurosci 25(50):11495-
11503; Wang y cols (2006) Drug Discovery Today 11(19/20): 931-938). En
cuanto a esto, cada vez es mas patente que el transporte del AR entre el
sistema nerviosc central (SNC) y el plasma desempefia un papel principal en
la regulacidon de los niveles de amiloide en el cerebro (Shibata, y cols (2000) J
Clin Invest 106 : 1489-1499), donde el AR se transporta rapidamente desde el
SNC al plasma mediante mecanismos de transporte tales como LRP-1 y donde
el AR se importa rapidamente desde el plasma al SNC mediante la unién a
RAGE (Ziokovic BV (2004) J Neurochem 89. 807-811). Por lo tanto, se esta
desarrollando la vacunacion activa con péptidos AR o la administraciéon pasiva
de anticuerpos especificos contra AR que se unen a AR periférico y que por lo
tanto alteran el equilibrio dinamico entre el plasma, el CSF y el SNC. De
hecho, actualmente hay numerosos estudios gque han demostrado que ambas
estrategias pueden disminuir los niveles de AB, reducir la patologia por AR y en
algunos casos proporcionar un beneficio cognitivo en diversos modelos
transgénicos de amiloidosis. También se han realizado estudios limitados en
especies superiores (Lemere, CA (2004) Am J Pathology 165: 283-297;
Gandy, S (2004} Alzheimer Dis Assoc Disord 18: 44:48).

Se han generado modelos animales de depésitos amiloides que hiperexpresan
transgenes humanos mutantes en ratones. Los ratones que hiperexpresan

transgenes de APP humanos unicos habitualmente desarrollan depositos de B-
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amiloide de tipo placa cerebral a partir de los 12 meses de edad (Games D. y
cols., (1995) Nature 373: 523-527; Hsiao K. y cols., (1996) Science 274: 98-
102)), mientras que los ratones que portan los transgenes tanto de APP
humana mutante como de presenilina-1 (PS-1) habitualmente desarroltan
depositos de B-amiloide de tipo placas cerebrales desde a partir de los 2
meses de edad (Kurt M.A. y cols., (2001) Exp.Neurol. 171: 59-71;, McGowan E.
y cols., (1999) Neurolbiot. Dis. 6. 231-244). Estas considerables diferencias
biologicas entre los diversos modelos de ratones transgénicos que se han
usado han hecho que sea dificil comparar la farmacologia y la eficacia de las
diferentes estrategias. No existe un consenso real en la técnica sobre cémo
funcionan realmente las inmunoterapias dirigidas contra B-amiloide y sus
diversas formas. Es muy probable que los diferentes anticuerpos con
diferentes propiedades de unién tengan resultados variables en esos modelos
animales. También parece razonable que los anticuerpos pueden actuar
mediante multiples mecanismos y que los diferentes modos de accion que se
han descrito no se excluyan los unos a los otros {Levites y cols (2007) J Clin
Invest, 116(1): 193-201).

La primera inmunoterapia dirigida contra el amiloide cerebral en clinica fue
Elan/Wyeth's AN-1792 una vacuna activa. Este tratamiento se terminé
cuando se desarrollaron signos clinicos que eran _coherentes con la
meningoencefalitis. Los analisis de subgrupc sugirieron que el tratamiento
ralentizaba el declive de la funcion cognitiva (Nature Clin Pract Neurol (2005)
1.84-85). Los anadlisis post-mortem de los pacientes también mostraron

indicios de aclaramiento de placas (Gilman S. y cols, (2005) Neurology 64 (9)
1553-1562).
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Actualmente se esta desarrollando Bapineuzumab (AAB-001, Elan/Wyeth), un

anticuerpo monoclonal pasivo.

Otras enfermedades o trastornos que se caracterizan por niveles de B-amiloide
o depdsitos de B-amiloide elevados incluyen deficiencia cognitiva leve (Kelley
BJ (2007) Neurologic Clinics 25 (3), 577-609), hemorragia cerebral hereditaria
con B-amiloidosis del tipo holandés, angiopatia B-amiloide cerebral y diveros
tipos de demencias neurodegenerativas, tales como las asociadas a la
enfermedad de Parkinson, paralisis supranuclear progresiva, degeneracion
basal cortical y enfermedad de Alzheimer del tipo con cuerpos de Lewis
(Mollenhauer B (2007) J Neural Transm publicada en internet el 23 de febrero
de 2007, van Qijen, M Lancet Neurol. 2006 5:655-60), sindrome de Down
(Mehta, PD (2007) J Neurol Sci. 254:22-7), degeneracién macular senil (AMD)
(Johnson LV y cols (2002) PNAS USA 99: 11830-11835; Anderson DH y cols
(2004) Exp Eye Res 78: 243-256), enfermedades de "tipo glaucoma" (Guo L y
cols (2007) Proc Natl Acad Sci USA 104:13444-13449) y formacion de
cataratas dependiente de . AR (Goldstein LE y cols (2003) Lancet 361: 1258-
1265; Li G y cols (2003) Mol Vision 9: 179-183).

La degeneracion macular senil (AMD) es la causa pﬁncipal de ceguera en el
mundo desarrollado. Existen dos presentaciones clinicas principales de AMD.
La AMD atrdfica (seca) que se caracteriza por la degeneracion del epitelio
pigmentario retiniano (RPE) y la neurorretina. Las etapas mas tempranas de la

AMD atrofica se asocian a la formacién de drusen, bajo la capa celular del
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RPE. La AMD atrofica temprana puede progresar hasta la etapa final de la
enfermedad en la que el RPE degenera completamente y forma areas
claramente demarcadas de atrofia del RPE en la region de la macula: “atrofia
geografica”. En esta forma de la enfermedad, la degeneracion del RPE
provoca la muerte secundaria de los bastones y conos maculares y en estos
casos, esto provoca una grave pérdida de visién senil. Una praporcion de los
pacientes de AMD desarrollan lo que puede considerarse una forma diferente
o una complicacidon adicional de la enfermedad. Aproximadamente el 10-20%
de los pacientes de AMD desarrollan neovascularizacion de las coroides,
(CNV). Cuando esto sucede, la forma de la enfermedad se conoce como “AMD
humeda” y esta puede asociarse con algunas de las pérdidas de vision mas
graves. En la AMD humeda, crecen nuevos vasos de las coroides a traves de
roturas en la membrana de Bruch y proliferan hacia el interior y bajo el RPE y
la neurorretina. En los casos habituales, se desarrolla la AMD en el ojo antes
de que se desarrolle la forma humeda, sin ehbargo, en ocasiones poco
frecuentes, la forma neovascular puede desarrollarse en ausencia de un
anterior desarrollo de la forma atréfica. En ambas formas de la enfermedad, se
produce una pérdida de visibn debido a la muerte de las células
fotorreceptoras, aunque en la AMD humeda el sangrado interno de los vasos
permeables que se forman durante la CNV también provoca la pérdida de
vision. En cuanto af tratamiento para la AMD se ha conseguido algun progreso
en el desarrollo de tratamientos novedosos para paliar algunos de los aspectos
de la AMD humeda, en particular la reduccién del sangrado de los vasos
permeables provocados por la CNV mediante diversas moléculas que inhiben

o bien VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) o la ruta de la
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sefializaciéon del receptor VEGF. Sin embargo, actualmente no hay ningun
medio definitivo de tratamiento para la forma atrofica de AMD que es muy
dominante ni para evitar la progresion de fa AMD seca temprana o bien a una
atrofia geografica o bien a AMD humeda, (Petrukhin K {2007) Expert Opin Ther
Targets 11: 625-639)

Aungue ios mecanismos exactos que provocan la produccién de AR en RPE y
el mecanismo 0 mecanismos exactos por los que actua AB para influenciar la
AMD no se comprenden completamente, los indicios implican que el
aclaramiento del AR mediante agentes que se unen y que potenciaimente
neutralizan o solamente eliminan el A pueden proporcionar una via posible de
aclarar el drusen en la AMD, reduciendo la activacién de complemento en la
AMD, reduciendo la atrofia del RPE y potencialmente reduciendo la induccidn
de la expresion de VEGF en el RPE y su localizacién en niveles elevados
alrededor del drusen. Dicho tratamiento podria por lo tanto proporcionar
medios de prevenir, retrasar, atenuar o invertir la pérdida de visién debido a la
AMD vy su progresiéon a atrofia geografica y/o AMD exudativo. Esto puede
lograr que el drusen contenga niveles menores de AR y/o AR local en el
entorno que rodea el RPE y asi interferir tanto en la etapa temprana como

tardia de la AMD vy tratar el declive celular subyacente que provoca la pérdida

de visidn.

Algunos datos publicados recientemente han arrojado luz sobre la interaccion
de las proteinas de complemento y amiloide beta en la generacién de la AMD

(Wang, J. y cols., (2008) J. Immunol. 181: 16651-6). Se ha demastrado que el
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amiloide beta se une al factor de complemento 1, el cofactor que con el factor H
es responsable de la descomposicion de la proteina de complemento | C3 a
partir de la forma C3b produciendo su forma inactiva, iC3b, (Wang, J. y cols.,
2008). Se sugirid que los resultados del estudio in vitro recientemente
publicado apoyaban la hipdtesis de que el amilcide beta activa el sistema de
complemento | del drusen bloqueando la funcién del factor de complemento !
provocando una inflamacion cronica de menor grade en los tejidos
subretinianos; relacionando asi cuatro de los factores asociados al desarrollo
de la AMD: inflamacidn, activacion de complemento, depdsito de amiloide beta
y drusen, (Wang, J. y cols.,, 2008). Anteriormente nunca se habian
documentado estos indicios directos del efecto de amiloide beta en la
activacién de la ruta de complemento alternativa puede potencialmente
competir con el factor alternativo H por la union al factor de complemento |,

(Wang, J. y cols., 2008).

"Enfermedades de tipo glaucoma" es una expresién que se usa para un grupo
de enfermedades que pueden provocar dafos en el nervio optico ocular y
provocar ceguera. Es una causa principal de ceguera en el mundo provocada
en ultimo extremo por una presion intraocular aumentada (IOP) y una menor
agudeza visual. La relacién entre la IOP y cémo esto provoca apoptosis de las
células del ganglio retiniano (RGC) no se comprende bien. Una |IOP elevada
por si sola puede inducir apoptosis (Cordeiro M F y cols (2004) Proc Natl Acad
Sci USA 101:13352-13356; Quigley H A y cols (1995) Invest Ophtalmol Visual
Sci 36:774-786) pero no es en si misma la Unica causa de muerte celular en

las neuronas apticas. Ademas, se ha observado gue la visién puede continuar
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deteriorandose incluso tras la normalizacién de la IOP tras el tratamiento con
agentes que reducen la presion ocular (Oliver JE y cols (2002) Am J

Ophthamol 133:764-772).

Recientemente se Vhan publicado resefias que relacionan los potenciales
efectos citotoxicos del B-amiloide con la apoptosis de las RGC en el glaucoma
(McKinnon SJ y cols (2002) Invest Ophtamol Visual Sci 43:1077-1087). En los
modelos animales de glaucoma se ha demostrado que la proteasa caspasa-3
estd activada en las RGC lo que provoca un procesamiento anormal de la
proteina precursora amiloide (APP) mediante la caspasa-3 que genera
fragmentos potencialmente toxicos de APP que incluyen B-amiloide (McKinnon
y cols (2002); Cheung ZH y cols (2004) Mo! Cell Neurosci 25:383-393). Se ha
demostrado que, entre otras células, las RGC expresan APP y esto por lo tanto
parece ser una fuente plausible de B-amiloide. Tanto los niveles elevados de
APP y como los niveles de B-amiloide elevados se han relacionado con la
activacion de la caspasa-3 aunque esto se ha observado principalmente en los
sistemas in vitro. No esta claro si los niveles de APP en las RGC estan
tambien aumentados en el glaucoma contribuyendo asi a la generacién incluso
de mas B-amiloide en un mecanismo de retroalimentacién positiva. Incluso
mas recientemente, se ha sugerido la implicacién de PB-amiloide en la
apoéptosis de las RGC en un modelo de rata de glaucoma (Guo y cols (2007)).
Se analizaron diversos agentes contra el 3-amiloide o contra !a produccién de
B-amiloide y se demostrd una reduccion de la muerte de las células del ganglio
retiniano in vivo con un posible efecto potenciador cuando los tres tratamientos

se usaron juntos. El efecto mayor se observé al usar un anticuerpo contra --

92~
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amiloide que casi fue equivalente al efecto observado con los tres agentes

juntos.

Aungue los mecanismos exactos que provocan la produccion de B-amiloide en
las RGC vy la relacién con la IOP no se entienden completamente, los indicios
implican que el aclaramiento B-amilocide mediante los agentes que se unen vy
potencialmente neutralizan o solamente eliminan el B-amiloide pueden
proporcionar un via posible de evitar la apdptosis de las RGC en el glaucoma y
por lo tanto proporcionar un medio de retrasar, atenuar o invertir la pérdida de
vision en el glaucoma. Esto puede lograr reducir los niveles de 3-amiloide en
las RGC y el entorno que las rodea y asi paliar el declive celular subyacente
qgue provoca la pérdida de vision.

-amiioide puede desempefiar un papel en otras enfermedades oculares y se ha
asociado a la formacion de cataratas supr‘anuclares especialmente en las que
se observan en pacientes de EA y los componentes de la via de generacion y
procesamiento del AR estan presentes en el cristalino (Goldstein LE, y cols.,
(2003), Ui G, y cols., (2003)). Las estrategias terapéuticas que se describen
para la intervencion en la AMD y en las enfermedades de tipo glaucoma

pueden por lo tanto aplicarse a la prevencién de la formacién de cataratas

dependiente de AR.

El documento WO 2008/110885 se refiere a procedimientos de tratar
enfermedades oftalmicas con inhibidores dirigidos contra el péptido B-amiloide.
Especificamente, se describe el anticuerpo 6G que se une a un epitopo de

AB1-40 que parece incluir 25-34 y 40.
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Sumario de la invencién

En un aspecto de la presente invencién se proporciona una proteina
terapéutica de unidn a antigenos que reconoce un epitopo de peéptido B-

amiloide que contiene los restos 28-35 de B-amiloide.

En una realizacion particular 'a proteina terapéutica. de union a antigenos

reconoce un epitopo del péptido B-amiloide que contiene los restos 28-34 de B-

amiloide.

En una realizacion mas particular la proteina terapeutica de unién a antigenos

reconoce un epitopo de péptido B-amiloide que contiene los restos 28-33 de (3-

amiloide.

En otra realizacion de la invencion se proporciona una proteina terapéutica de

union a antigenos que reconoce un epitopo de péptido B-amiloide que esta

dentro de la region de restos 28-35 de B-amiloide.

En otra realizacion de la invencién se proporciona una proteina terapéutica de
uniéon a antigenos que reconoce un epitopo de péptido B-amilcide que esta

constituido por los restos 28-33, 28-34 o 28-35 de B-amiloide.

En una realizacién de la invencién se proporciona una proteina terapéutica de

unién a antigenos que requiere los restos 32 y 33 de B-amiloide para la unidn.

44
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En una realizacion de la invencién, la proteina terapéutica de union a
antigenos es un anticuerpo ¢ fragmento de unién a antigenos y/o derivado del

mismo.

En una realizacion de la presente invencion se proporciona una proteina
terapéutica de unién a antigenos, que es una proteina de unién a antigenos,
tal como un anticuerpo o fragmento de union a antigenos y/o derivado del

mismo, que se une a péptido B-amiloide y que comprende las siguientes CDR:

CDRH1: VYYVH (SEC ID N.°: 1)
CDRH2: RIDPENGETIYTPKFQD (SEC ID N.°: 2)
CDRH3: SGY (SEC ID N.°: 3)

CDRL1: RSSKSLLHRNGITYLY (SEC ID N.° 4)
CDRL2: QMSNLAS (SEC ID N.*: §)
CDRL3: AQNLELWT (SEC ID N.°: 6)

En otra realizacién de la invencién se proporciona una proteina de union a
antigenos, tal como un anticuerpo o fragmento de union a antigenos del mismo
que se une especificamente a péptido B-amiloide y comprende CDR que son

variantes de las secuencias que se describen anteriormente.

Una variante de CDR incluye una alteracion parcial de la secuencia de
aminoacidos de la CDR mediante delecidon o sustitucion de uno a varios

aminoacidos de la CDR, o mediante adicion o insercién de uno a varios
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aminoacidos en la CDR, o mediante una combinaciéon de las mismas. La
variante de CDR puede contener 1, 2, 3, 4, 5 6 6 sustituciones, adiciones o
deleciones de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la CDR. La
variante de CDR puede contener 1, 2 & 3 sustituciones, inserciones o
deleciones de aminodacidos en la secuencia de aminoacidos de la CDR. Las
sustituciones de los restos aminoacidicos pueden ser sustituciones
conservadoras, por ejemplo, sustitucidon de un aminoacido hidréfobo por un
aminoacido hidrofobo alternativo. Por ejemplo, la leucina puede sustituirse por

valina, o isoleucina.

Las proteinas de unién a antigenos que comprenden una variante de CDR

tendran unas propiedades funcionales iguales o similares a las que
comprenden las CDR que se describen anteriormente. Por lo tanto, las
proteinas de unién a antigenos que comprenden una variante de CDR se
uniran a la misma proteina o epitopo diana con una afinidad de unidn igual o

similar a la CDR que se describe en el presente documento.

Un anticuerpo ejemplar es el anticuerpo monoclonal murino 86F6. En una
realizacién de la presente invencion se proporciona un anticuerpo humanizado
o quimérico que comprende las CDR de 6F6 anteriormente identificadas. Por
ejemplo, un anticuerpo quimérico puede comprender las regiones variables del
anticuerpo murino 6F6, en concreto la SEC ID N.% 19 (Vi) y la SEC ID N.°; 21
(VL). Un ejemplo de un anticuerpo humanizado basado en murino 8F6 es un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene la SEC ID N2 27 y

una cadena ligera que tiene la SEC ID N.°: 28.

do
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En toda esta memoria descriptiva, los términos "CDR”, "CDRL1", "CDRLZ2",
“CDORL3", "CORH1", "CDRH2", "CDRH3" siguen e! sistema de numeracién de
Kabat tal y como se describe en Kabat y cols.; Sequences of proteins of
Immunological interest NIH, 1987. Por o tanto, a continuacion se definen las

CDR de acuerdo con la invencion:

CDR: Restos
CDRH1: 31-35
CDRH2: 50-65
CDRH3: 95-97
CDRL1: 24-34
CDRL2: 50-56
CDRL3: 89-97

La IGHV1-24 (SEC ID N.% 13) es una secuencia germinal humana que es una
estructura receptora adecuada para injertar las COR de VH. En un aspecto
particular, |la estructura de |a cadena pesada receptora humana se deriva de
IGHV1-24. En realizaciones alternativas de |la presente invencion, la estructura
receptora humana comprende una secuencia de la region variable de la
cadena pesada humana que tiene al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
de identidad entre las secuencias con la secuencia variable pesada de 6F6

murino en toda su longitud (excluyendc las secuencias de las CDR).

Para las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos, el término “idéntico” o
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“‘identidad de las secuencias” indica el grado de identidad entre dos secuencias
de aminoacidos 0 dos de acidos nucleicos cuando estan alineadas de forma
Optima y se comparan con inserciones o deleciones apropiadas. De forma
alternativa, existe una identidad sustancial cuando los segmentos de ADN se
hibridan en condiciones de hibridacion selectivas, con el complemento de la
hebra.

La identidad porcentual entre dos secuencias esta en funcidén del nimero de
posiciones idénticas que comparten las secuencias (es decir, % de identidad =
numero de posiciones idénticas/numero total de posiciones por 100), tomando
en cuenta el numero de huecos y la longitud de cada hueco que deben
introducirse para una alineacion optima de las dos secuencias. La
comparacion entre las secuencias y la determinacion de la identidad
porcentual entre dos secuencias puede lograrse usando un algoritmo

matematico, como se describe mas adelante.

La identidad porcentual entre dos secuencias de nucledtidos puede
determinarse usando el programa GAP del paquete de software GCG, usando
una matriz NWSgapdna.CMP y una ponderacion de hueco de 40, 50, 60, 70, o
80 y una ponderacién de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. La identidad porcentual
entre dos secuencias de nucledtidos o aminoacidos también puede
determinarse usando el aigoritmo de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl.
Biosci., 4:11-17 (1988)) que se ha incorporado en el programa ALIGN (versién
2.0), usando una tabla de ponderacion de los restos PAM120, una deduccion
por la longitud del hueco de 12 y una deduccidn por hueco de 4. Ademas, la

identidad porcentual entre dos secuencias de nucledtidos o aminoacidos
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también puede determinarse usando el algoritmo de E. Needleman y Wunsch
(J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) que se ha incorporado en el program GAP del
paquete de software GCG, usando o una matriz Blossum 62 o una matriz
PAM250, y una ponderacion del hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4y una
ponderacion de la longitud de 1, 2, 3, 4,56 6.

A modo de ejemplo, una secuencia de polinucleodtidos puede ser idéntica a
una secuencia de referencia tal como se describe, es decir ser 100% idéntica,
o puede incluir hasta un cierto numero entero numero de alteraciones de
nucleodtidos comparada con la secuencia de referencia, tal como al menos 50,
B0, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 0 99% idéntica. Dichas alteraciones se
seleccionan a partir del grupo constituido por al menos una delecién,
sustitucion, que incluye transicién y transversidn, o insercién de nucleétidos, y
en las que dichas alteraciones pueden producirse en las posiciones de los
extremos 5 o 3' de la secuencia de nucledtidos de referencia o en cualquier
lugar entre esas posiciones terminales, intercaladas ya sea de forma individual
entre los nucledtidos de la secuencia de referencia o en uno o mas grupos
contiguos de la secuencia de referencia. El numero de aiteraciones de
nuclectidos se determina multiplicando el nimero de nucleotidos total de Ja
secuencia polinucleotidica de referencia por el porcentaje numérico de la
identidad porcentual respectiva (dividido entre 100} y restando ese producto de

dicho numero de nucledtidos total de la secuencia polinucleotidica de

referencia, o:
Mn S Xp - (Xn * Y),

en la que n, es el numero de alteraciones de nucleétidos, x, es el numero total

¥
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de nucledtidos en la secuencia polinucleatidica de referencia e y es 0,50 para
50%, 0,60 para 60%, 0,70 para 70%, 0,75 para 75%, 0,80 para 80%, 0,85 para
85%, 0,90 para 90%, 0,95 para 95%, 0,98 para 98%, 0,99 para 99% o 1,00
para 100%, - es el simbolo del operador de la mulliplicacion, y en la que
cualquier producto de x, € y distinto de numero entero se redondea al numero

entero inmediatamente inferior antes de restarlo de x,.

De forma similar, una secuencia polipeptidicé puede ser idéntica a una
secuencia polipeptidica de referencia tal como se describe en el presente
documento, que es 100% idéntica, o puede incluir hasta un cierto nimero
entero de alteraciones de aminoacidos comparada con la secuencia de
referencia tal que el % de identidad sea inferior al 100%, tal como al menos 50,
60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, o0 99% idéntica. Dichas alteraciones se
seleccionan a partir del grupo constituido por al menos una delecidn,
sustitucién, que incluye sustitucién conservadora y no conservadora, o
insercion, de aminoacidos y en la que dichas alteraciones pueden producirse
en las posiciones de los extremos amino o carboxi de la secuencia de
referencia polipeptidica o en cualquier lugar entre esas posiciones terminales,
intercaladas ya sea de forma individual entre los aminoacidos de la secuencia
de referencia o en uno o mas grupos contiguos de la secuencia de referencia.
El.)numero de alteraciones de los aminoacides para un % de identidad dado se
determina multiplicando el numero total de aminoacidos de la secuencia
polipeptidica codificado por la secuencia polipeptidica de referencia tal como
se describe en el presente documento por el porcentaje numérico de la

identidad porcentual respectiva (dividido entre 100) y después restando ese

N0
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producto de dicho numero total de aminoacidos de la secuencia polipeptidica
de referencia, o:

Na S Xa-(Xa*y),

en la que n, es el nL'Jmero de alteraciones de aminoacidos, x, €s el numero
total de aminoacidos en la secuencia polipeptidica de referencia e y es 0,50
para 50%, 0,60 para 60%, 0,70 para 70%, 0,75 para 75%, 0,80 para 80%, 0,85
para 85%, 0,90 para 90%, 0,95 para 95%, 0,98 para 98%, 0,99 para 99% o
1,00 para 100%, - es el simbolo del operador de la multiplicaciéon, y en la que
cualquier producto de xa e y distinto de nimero entero se redondea al numero

entero inmediatamente inferior antes de restarlo de xa.
El % de identidad puede ser en toda la longitud de la secuencia.

Para construir una region V completa debe afiadirse una estructura 4 al gen de
V IGHV1-24 codificado por la linea germinal. Las secuencias 4 estructurales

incluyen las codificadas por el minigen JH4 humano (Kabat);

YFDYWGQGTLVTVSS (SEC ID N.°% 15)

La persona experta apreciara que un gen V y un gen J germinales no incluyen
la secuencia codificante para toda la CDR3 de la cadena pesada. Sin
embargo, en los anticuerpos de la invencién, la CDR3 de la cadena pesada
completa la proporciona la inmunoglobulina donante. Por consiguiente, la
combinacion de un gen de VH tal como IGHV1-24, un minigen de JH tal como

JH4, y un conjunto de CDR de la cadena pesada, tal como las SEC ID N.%; 1,

si
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SEC ID N.%: 2 y SEC ID N.°: 3 (ensambladas de forma que imiten la regién
variable de la cadena pesada madura y completamente reordenada) es

suficiente para definir una regién variable de la cadena pesada de la invencion.

La IGKV2-28 (SEC ID N.% 16) es una secuencia germinal humana que es una
estructura receptora adecuada para injertar las COR de V| . En un aspecto
particular; la estructura de la cadena ligera receptora humana se deriva de
IGKV2-28. En realizaciones alternativas de la presente invencion, la estructura
receptora humana comprende una secuencia de la region variable de la
cadena ligera humana que tiene al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
de identidad entre las secuencias con la secuencia variable ligera de 6F6

murino en toda su longitud (excluyendo las secuencias de las CDR).

Para construir una regién V completa debe afadirse una estructura 4 al gen de
V IGKVZ-28 codificado por la linea germinal. Las secuencias 4 estructurales

incluyen las codificadas por el minigen JK-1 humano (Kabat):

WTFGQGTKVEIK (SEC ID N.°: 18)

La persona experta apreciara que un ben V y un gen J germinales no incluyen
la secuencia codificante para toda la CDR3 de la cadena ligera. Sin embargo,
en los anticuerpos de la invencién, la secuencia de la CDR3 la proporciona la
inmunoglobulina donante. Los dos primeros restos de los restos del minigen
JK-1 entran dentro de la regién de la CDR3. Para el minigen JK-1, estos restos

son idénticos a los dos Ultimos restos de la CDRL3 de la cadena ligera (SEC
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iD N.% 6). Por consiguiente, la combinacidn de un gen de V| tal como IGKV2-
28, una FR4 tal como JK-1, y un conjunto de CDR de cadena ligera, tal como
las SEC ID N.%: 4, SEC ID N.°: 5 y SEC ID N.°: 6 (ensambladas de forma que
imiten la region variable de la cadena ligera madura y completamente
reordenada) es suficiente para definir una region variable de |a cadena ligera

de la invencion.

En una realizacién particular de la invencién, la estructura de la cadena pesada
receptora humana se deriva de IGHV1-24 y del minigen JH4 y la estructura de
la cadeﬁa ligera receptora humana se deriva de IGKV2-28 y del minigen JK-1
que opcionalmente contiene una o mas sustituciones de restos aminoacidicos
basandose en los restos correspondientes que se encuentran en el dominio Vy
del donante que tiene la secuencia: SEC ID N.> 19y e|. dominio Vi que tiene
la secuencia: SEC ID N.% 21 que mantiene toda o sustanciaimente toda la
afinidad de unién del anticuerpo donante por el péptido B-amiloide. Por
‘sustancialmente toda la afinidad de unidn’ se quiere decir que el anticuerpo
terapéutico presenta como maximo cinco veces, de forma mas particular dos

veces, una reduccién en la afinidad de unién comparada con la del anticuerpo

donante.

En una realizacién mas particular de la invencién la estructura de la cadena
pesada receptora humana derivada de IGHV1-24 y JH4 tiene una o mas, tal
como de una a quince, de forma mas particutar de dos a quince, sustituciones
de restos aminoacidicos que se seleccionan a partir de los siguientes restos (o

sustituciones conservadoras de los mismos):
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En una realizacion mas particular |a estructura de la cadena pesada receptora

humana que se deriva de IGHV1-24 y JH4 comprende los siguientes restos (o

un sustituto conservador de los mismos):

Numeracion Kabat del
resto

Resto en la estructura
humana (IGHV1-24

Sustitucion del resto
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donante)
13 K E
24 Vv G
27 Y F
28 T N
29 L ]
30 T K
37 V L
40 A L
48 M |
66 R K
67 \Y A
69 M L
71 E \Y
93 A V
i 94 T S

En una realizacion mas particular de la invencién la estructura de la cadena
ligera receptora humana que se deriva de IGKV2-28 y JK-1 tiene una o mas,
tal como de una a cuatro, de forma mas particular dos, sustituciones de restos
aminoacidicos que se seleccionan a partir de los siguientes restos (o

sustituciones conservadoras de los mismos):

Numeracion Kabat del | Resto en la estructura | Sustitucidon del resto
resto humana (IGHV1-24
donante)

8 P A

11 L N

43 S P

63 S T

64 G S

100 Q (JK-1) G
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[' 104 V (JK-1) | L J

En una realizacién mas particular de la invencién la estructura de la cadena
ligera receptora humana que se deriva de IGKV2-28 y JK-1 comprende los

siguientes restos (o un sustituto conservador de los mismos):

MNumeracion Kabat del | Resto en [a estructura | Sustitucion del resto |
resto humana (IGHV1-24
donante)
11 L N
o4 G S

En una realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico

que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia que se expone en la

SEC ID N.° 24

En una realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico

que comprende un dominio V| que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.°: 26.

En una realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico
que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia que se expone en la

SEC ID N.° 24 y un dominio V| que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.° 26.

En una realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico
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que comprende un dominio Vu que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.° 59 y un dominio V( que tiene la secuencia que se expone en la

SECID N.° 67,

En una realizacién de la invencién se proporciona un anticuerpo terapeutico
que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia que se expone en la

SEC 1D N.°: 61 y un dominio V_ gue tiene la secuencia que se expone en la

SEC ID N.°: 67.

En una realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico
que comprende un dominio Vu que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.° 63 y un dominio V, que tiene la secuencia que se expone en la

SEC ID N.°: 67.

En una realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico
que comprende un dominio Vu que tiene la secuencia que se expone en la

SEC ID N.°: 65 y un dominio V{ que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.°: 67.

En una realizacidén de la invenciéon se proporciona un anticuerpo terapéutico
que comprende un dominio Vi que tiene la secuencia que se expone en la

SEC ID N.°: 59 y un dominio V| que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.°. 69.

En una realizacién de la invencion se proporciona un anticuerpo terapéutico
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que comprende un dominio V4 que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.% 81 y un dominio V. que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.°: 63.

En una realizacién de la invencidén se proporciona un anticuerpo terapéutico
que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.2 63 y un dominio V| que tiene la secuencia gue se expone en ia

SEC ID N.°: 69.

En una realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico
gue comprende un dominio V4 que tiene la secuencia gue se expone en la

SEC ID N.°. 65 y un dominio Vi que tiene la secuencia que se expone en la

SEC ID N.°: 69.

En una realizacién de la invencion se proporciona un anticuerpo terapéutico
que comprende un dominic Vy que tiene la secuencia que se expone en la

SEC ID N.% 59 y un dominio V| que tiene |la secuencia que se expone en la
SEC ID N.%: 71,

En una reaiizacién de la invencion se proporciona un anticuerpo terapéutico
que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia que se expone en la

SEC 1D N.°: 61 y un dominio Vi que tiene la secuencia que se expone en la
SECID N.% 71.

En una realizacion de la invencion se proporciona un anticuerpo terapéutico

%)
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que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.° 63 y un dominio V| gue tiene la secuencia que se expone en la

SEC IDN.°: 71,

En una realizacion de la invencion se proporciona un anticuerpo terapéeutico
que comprende un dominic Vy que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.°: 65 y un dominio V| que tiene la secuencia que se expone en la

SECID N.°: 71.

La reqidn variable de la cadena pesada del anticuerpo puede tener al menos
90%, 95%, 96%), 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con una cualquiera de
las SEC ID N.% 24, 59, 61, 63, 6 65. La regién variable de l1a cadena ligera del
anticuerpo puede tener al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad con una cualquiera de las SEC ID N.®. 26, 67, 69,6 71.

En una realizacion de la invencidn se proporciona un anticuerpo terapéutico,
anticuerpo que comprende una cadena pesada gue tiene la secuencia que se

expone en la SEC ID N.%; 27.

En una realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo terapeutico,
anticuerpo que comprende una cadena ligera que tiene la secuencia que se

expone enla SEC ID N.%: 28.

En una realizacidén de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico,

anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene la secuencia que se




20

25

-30-

expone en la SEC ID N.%; 27 y una cadena 1igera que tiene la secuencia que se

expone en la SEC ID N.° 28.

Cualquiera de las regiones variables de la cadena pesada puede combinarse
con una region constante humana adecuada. Cualquiera de las regiones
variables de la cadena ligera puede combinarse con una region constante

adecuada.

En una realizacion particular la proteina terapéutica de unién a antigenos de la
presente invencidon es un anticuerpo o fragmento y/o derivado del mismo que
esencialmente carece de las funciones de a} activacién de complemento por la

via clasica; y b) mediacién de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

En otro aspecto de la invencién se proporciona una composicidén farmacéutica
gue comprende una proteina terapéutica de unidn a antigenos o un anticuerpo

terapéutico de acuerdo con la invencion.

En un aspecto adicional de la invencion se proparciona un procedimiento de
tratar a paciente humano que padece una una enfermedad relacionada con
péptido B-amiloide procedimiento que comprende la etapa de administrar a
dicho paciente una cantidad terapeuticamente eficaz de una proteina

terapéutica de unidn a antigenos o anticuerpo terapéutico de acuerdo con la

invencion.
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En una realizacion de la invencion la enfermedad‘ relacionada con péptido B-
amiloide es la enfermedad de Alzheimer. En otra realizacion de la invencidn la
enfermedad relacionada con péptido B-amiloide es una enfermedad o trastorno
que afecta al ojo o al nervio éptico que se caracteriza por niveles de B-amiloide
o depositos de B-amiloide elevados. Especificamente, la enfermedad
relacionada con péptido B-amiloide puede ser degeneracién macular senil

(AMD), glaucoma o formacién de cataratas dependiente de B-amiloide.

En otra realizacion de la invencion, la proteina terapéutica de unién a
antigenos se administra combinada con un inhibidor de la via de complemento,
especialmente la via de complemento alternativa, por ejemplo, pero sin
exclusion otras estrategias contra complemento: factor de complemento H
(CFH) o fragmentos del mismo, Receptor 1 de complemento soluble, (sCR1) o
fragmentos del mismo, proteina cofactor de membrana soluble (MCP) vy
fragmentos del mismo, factor acelerador de la descomposiciéon soluble (DAF) y
fragmentos del mismo. En este contexto, un inhibidor de la via de
complemento es una molécula que actlia regulando negativamente la actividad

de una via de complemento, especialmente la via de complemento alternativa.

En una realizacion adicional de la invencién, la proteina terapéutica de unién a
antigenos se administra’ combinada con un inhibidor de un activador de Ia via
de complemento, especialmente un inhibidor de un activador de la via de
complemento alternativa, por ejemplo, pero sin excluir otras estrategias de
inhibicidn u otras dianas de la via de complemento: un anticuerpo o fragmento

de anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo de dominio, para neutralizar |a
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actividad del factor de complemento D (CFD) o del factor de complemento B
(CFB). El inhibidor peptidico de 13 restos del componente C3 del
complemento, compstatina, y el anticuerpo contra el componente C5a del
complemento, pexelizumab, también se considera que son inhibidores de los
activadores de la via de complemento en el contexto de la invencién. En
general, un inhibidor de un activador de la via de complemento es un agente

que inhibe o actua de agonista, en algun grado, de una actividad biclégica de

" un activador de complemento dado, de tal forma que el efecto seria regular

negativamente la actividad de una via de complemento, especiaimente la via

de complemento alternativa.

Recientemente se han revisado estrategias terapéuticas que tienen como
diana el complemento (Ricklin, D & Lambris, J. (2007) Nature Biotechnology
25 1265-75, que se incorpora al presente documento por referencia en su
totalidad) y las estrategias contra la via de complemento que se describen en
él podfian usarse todas potencialmente combinadas con un anticuerpo contra
B-amilcide para proporcionar una estrategia terapéutica. Las estrategias contra
complemento que se consideran incluyen: (i) inhibidores de contra proteasas,
por ejemplo inhibidores de factor de complemento D, (i) reguladores de
complementc solubles, por ejemplo e! receptor 1 de complemento soluble
truncado, (iii) anticuerpos terapéuticos, por ejemplo contra el factor de
comptemento D o B, (iv) inhibidores de componentes de complemento, por
ejemplo inhibidor de C5, y (v) antagonistas de los receptores, por ejemplo

antagonistas del receptor C5a de molécula pequeria.




20

25

.33.

El inhibidor de la via de complemento, o el inhibidor de un activador de la via
de complemento, puede administrarse de forma simultanea con la proteina
terapéutica de union a antigenos de la invencion, o de forma secuencial,

separada o de forma escalonada.

También se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
proteina terapéutica de unidn a antigenos tal como se define en el presente
documento y un inhibidor de la via de complemento o un inhibidor de un

activador de la via de complemento.

También se proporciona el uso de una proteina terapéutica de unidén a
antigenos o un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la invencién en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad

relacionada con péptido B-amiloide.

También se proporciona un anticuerpo biespecifico o fragmento biespecifico
del mismo que tiene una primera especificidad por B-amiloide, tal como un
epitopo del peptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de B-amiloide tal

como se describe anteriormente, y una segunda especificidad por un activador

de la via de complemento.

También se proporciona u proteina de unién a antigenos de la invencion, un
anticuerpo de la invencién, o un anticuerpo biespecifico ¢ fragmento
biespecifico del mismo de la invencion, para usar en el tratamiento de una

enfermedad relacionada con péptido B-amiloide.
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En oftra realizacion de la invencidn se proporciona un anficuerpo o un
fragmento del mismo que comprende un dominio Vi murino que tiene la

secuencia: SEC ID N.% 19 y un dominio VV, murino que tiene la secuencia: SEC

ID N.°: 21.

En otra realizacidbn de la invencion se proporciona un polinucledtidé que
codifica una cadena pesada de anticuerpo o un fragmento del mismo que
comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de la SEC ID N.° 19, en

particular el polinucleétido de la SEC ID N.°: 20.

En otra realizacidon de la invencion se proparciona un polinucledtide que
codifica un cadena ligera de anticuerpo o un fragmento del mismo que
comprende un dominio V| que tiene la secuencia de la SEC ID N.% 21, en

particular el polinucledtide de la SEC ID N.°; 22.

En un aspecto de la presente invencion se proporciona una proteina de union
a antigenos que compite con un anticuerpo que comprende una cadena
pesada que tiene la secuencia que se expone en la SEC ID N.% 27 y una

cadena ligera que tiene la secuencia que se expone en la SEC iD N.% 28 para

unirse a B-amiloide en un ensayo ELISA.

La persona experta en la técnica aprecia que para que una proteina de union a
antigenos (proteina A de unién a antigenos) compita con un anticuerpo que

comprende una cadena pesada que tiene la secuencia que se expone en la

64
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SEC ID N.°; 27 y una cadena ligera que tiene la secuencia que se expone en la
SEC ID N.°: 28 (anticuerpo B) por un sitio de unién especifico (B-amiloide), la
proteina A de unidn a antigenos debe estar presente en una cantidad
suficiente como para que tenga un efecto en dicho ensayo. En una realizacion
particular, proteina A de unién a antigenos y el anticuerpo B estan presentes
en cantidades equimolares. En otra realizacion, la presencia de proteina A de
unién a antigenos reduce la union de del anticuerpo B a B-amiloide en un
ensayo ELISA en mas de 10%, 20%, 30%, 40% o 50%. En otra realizacién (-
amiloide esta unido a una placa de inmunoensayo en un ensayo ELISA. En
6tra realizacion !a proteina A de unién a antigenos reduce la unién del
anticuerpo B a B-amiloide unido a la placa, mientras que un control no

especifico contra 3-amiloide no se une.

En un aspecto adicional de la invencién la proteina de unién a antigenos es un
anticuerpo terapéutico que comprende cadenas pesadas y ligeras que
comprenden polipéptidos que son al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idénticos a las secuencias de amincacidos de las SEC ID N.%: 27 y SEC ID N.%;
28, respectivamente, en las que dicho anticuerpo se une a B-amiloide. En una

realizacion preferida, el anticuerpo reconoce un epitopo de péptido g-amiloide

que contiene los restos 28-35 de B-amiloide.

En otro aspecto de la invencidén, se proporciona una proteina de unién a
antigenos que se une a un peptido B-amiloide biotinilado en el extremo C que
comprende los restos 24-35 (SEC ID N.° 10) o 28-38 (SEC ID N.° 11) de B-

amiloide segun se determina mediante resonancia de plasmdn superficial,

&
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estando dicho péptido unido a un chip sensor de estreptavidina.

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona una proteina de unién
a antigenos, especificamente un anticuerpo monoclonal o fragmento del
mismo, que se une especificamente a §-amiloide y requiere al menos un resto
en la regidon 28-35 de B-amiloide para su unién. En una realizacion preferida,
la proteina de unién a antigenos ademas requiere al menos un resto que
flanquea o un resto estructuralmente proximo a dicho al menos un resto en la
regién 28-35 de B-amiloide para su unién. Por consiguiente, la proteina de
unién a antigenos puede requerir independientemente uno, dos, tres, cuatro,
cinco o mas restos que se seleccionan a partir del grupo constituido por 28, 29,

30, 31, 32, 33, 34 y 35 de B-amiloide, y restos flanqueantes o estructuralmente

proximos.

La persona experta en la técnica puede identificar faciimente dichas proteinas
de unidén a antigenos usando, por ejemplo, barrido de sustitucion con alaninas
en ensayos ELISA. Sobre esto, si la proteina de unién a antigenos requiere o
no un resto en ia region 28-35 de B-amiloide, o un resto flanqueante o
estructuralmente proximo para su union puede determinarse sustituyendo
independientemente dicho resto de B-amiloide con alanina y comparando la
afinidad de union de la proteina A de unién a antigenos con el péptido B-
amiloide sustituido con alaninas con la afinidad de union de la proteina A de
union a antigenos del B-amiloide de tipo silvestre. Si es necesario 0 no un
resto en la regién 28-35 de B-amiloide se define por una reduccion en la

afinidad de unién de la proteina A de unidn a antigenos al péptido B-amiloide

©6
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sustituido con alaninas comparada con la del péptido R-amiloide de tipo
silvestre, en la que dicha reduccion es superior a 1, 2, 3, 4 6 5 veces segun se

determina mediante mediciones de afinidad en Biacore o ELISA.

Ademas, un resto estructuralmente préximo en este centexto s un resto que
esta cercano en el espacio tridimensional al resto en cuestion y que se une a la
proteina de union a antigenos. La persona experta en la técnica aprecia que
los epitopos de los antigenos pueden ser secuencias peptidicas o lineales o no
lineales. En este ultimo, el caso no lineal, aunque los restos son de regiones
diferentes de la cadena peptidica, pueden estar cercanos en la estructura
triddimensional del antigeno. Dichos restos estructuralmente préximos pueden
determinarse a través de programas de modelos por ordenador o mediante
estructuras tridimensionales obtenidas mediante procedimientos conocidos en

la técnica, tales como cristalografia por rayos X.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento para producir
un anticuerpo de acuerdo con la invencién, procedimiento que comprende

expresar un polinucledtido que codifica el anticuerpo en una ceélula huésped.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un polinucleodtido que codifica
una cadena pesada de un anticuerpo terapéutico que comprende una cadena

Vi que tiene la secuencia que se expone en la SEC ID N.° 24.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un polinucledtido que codifica

una cadena ligera de anticuerpo terapéutico que comprende un dominio V|, que
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tiene 1a secuencia que se expone en la SEC iD N.°: 26.

En otro aspecto de la invencion se proporciona un polinucleétido que codifica
un a cadena pesada de anticuerpo terapéutico que tiene la secuencia que se

expone en la SEC ID N.%; 27.

En otro aspecto de la invencidn se proporciona un polinucledtido que codifica
una cadena ligera de un anticuerpo terapéutico que tiene la secuencia que se

expone en la SEC ID N.% 28.

En una realizacion mas paricular de la invencién se proporciona un
polinucledtido que codifica una cadena pesada de anticuerpo terapéutico,

polinucledtido que comprende la secuencia que se expone en la SEC ID N.°
29

En otra realizacibn mas particular de la invencion se proporciona un
polinucledtido que codifica una cadena ligera de anticuerpo terapéutico,

polinucledtido que comprende la secuencia que se expone en la SEC ID N.°
30.

Breve descripcion de las fiquras

La Figura 1 muestra una deteccion por transferencia Western de diversas
formas de beta amiloide usando el anticuerpo 6F6 o 6E10 (anticuerpo
especifico para AB 1-16 humano; reactivo comercial, Eurogentec) y 5G5

{anticuerpo especifico para AB1-42; reactivo propio).
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La Figura 2 muestra graficos de barras que muestran la carga de placas en
cortes de cortex e hipocampo de ratones transgénicos para hAPP después del
tratamiento con 17 mg/kg o 33 mg/kg de 6F6 expresada en area % de placas

corticales en términos de media * error tipico de la media.

La Figura 3 muestra graficos de barras que muestran la carga de placas en
cortes de cortex e hipocampo de ratones transgénicos para hAPP después del
tratamiento con 17 mg/kg o 33 mg/kg de 6F6 expresada en numero de placas

por mm? en términos de media + error tipico de la media.

La Figura 4 muestra la deteccion de amilocide beta en la retina de ratones cfh

viejos

La Figura 5 muestra la reactividad cruzada de 6F6 con amiloide beta en la

retina de ratones cfh™ viejos

Descripcion detallada de la invencién

1. Proteinas de unién a antigenos

El termino “proteina de unidén a antigenos” tal como se usa en el presente
documento se refiere a anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y otras
construcciones de proteinas, tal como dominios, especificamente los que son
capaces de unirse a 3-amiloide, tal como se describe mas adelante.

1.1 Anticuerpos intactos

Las proteinas de unién a antigenos de la presente invencién pueden ser

69
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“anticuerpos intactos”. Una proteina de unidn a antigenos de la invenciéon
incluye un anticuerpo terapéutico que es un anticuerpo o fragmento de union a
antigenos y/o derivado del mismo. Los anticuerpos intactos son habitualmente
glucoproteinas heteromuitiméricas que comprenden al menos dos cadenas
pesadas y dos ligeras. Excepto las IgM, los anticuerpos intactos son
glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150KDa, compuestas
por dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas,
Habitualmente, cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada mediante
un enlace disulfuro covalente mientras que el nimero de enlaces disulfuro
entre las cadenas pesadas de los diferentes isotipos de inmunoglobulina varia.
Cada cadena pesada y ligera también tiene enlaces disulfuro entre las
cadenas. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (Vy)
seguido de un numero de regiones constantes. Cada cadena ligera tiene un
dominio variable (V) y un regién constante en su otro extremo; la region
constante de la cadena ligera esta alineada con la primera region constante de
la cadena pesada y el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el
dominio variable de la cadena pesada. Las cadenas ligeras de anticuerpos de
la mayoria de las especies de vertebrados pueden asignarse a uno de dos
tipos denominados Kappa y Lambda basandose en la secuencia de
aminoacidos de la regién constante. Dependiendo de la secuencia de
aminoacidos de la regidn constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos
humanos pueden dividirse en cinco clases diferentes, IgA, 1gD, IgE, IgG y IgM.
La IgG y la IgA pueden subdividirse a su vez en subclases, 1gG1, 1gG2, IgG3 vy
IgG4; e IgA1 y IgA2. Existen variantes de especies donde el ratén y la rata

tienen al menos IgG2a, IgG2b. El dominio variable del anticuerpo confiere
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especificidad de union al anticuerpo, donde ciertas regiones presentan una
variabilidad particular denominadas regiones determinantes de Ia
complementariedad (CDR). Las porciones mas conservadas de la regidon
variable se denominan regiones estructurales (FR). Los dominios variables de
las cadenas pesadas Yy ligeras comprenden cada uno cuatro FR conectadas
por tres CDR. Las CDR de cada cadena se mantienen juntas muy préximas
mediante las regiones FR y con las CDR de la otra cadena contribuyen a la
formacion del sitio de unién de antigenos de anticuerpos. Las regiones
constantes no estan implicadas directamente en la unidn del anticuerpo al
antigeno pero muestran diversas funciones efectoras tales como participacién
en la citotoxicidad mediada por celulas dependiente de anticuerpos (ADCC), la
fagocitosis mediante la union al receptor Fcy, semivida/tasa de aclaramiento
mediante el receptor Fc neonatal (FcRn) y citotoxicidad dependiente de
complemento mediante el componente C1q de |la cascada de complemento.
Se ha resefado que la regidon constante de 19G2 humana carece
esencialmente de la capacidad de activar complemento por la ruta clasica o de
mediar en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Se ha resefiado
gue la regién constante de IgG4 humana carece de la capacidad de activar
complemento por la ruta clasica y actua de mediadora en la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos unicamente de forma débil. Los

anticuerpos que carecen esencialmente de estas funciones efectoras pueden

denominarse anticuerpos "no liticos".

1.1.1 Anticuerpos humanos

Las proteinas de unidén a antigenos de la presente invencion pueden ser

14
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“anticuerpos humanos”. Los anticuerpos humanos pueden producirse
mediante un numero de procedimientos conocidos por los expertos en la
técnica. Los anticuerpos humanos pueden prepararse mediante el
procedimiento de los hibridomas usando lineas celulares de mieloma humanas
o de heteromieloma de raton y humana véase Kozbor J.Immunol 133, 3001,
(1984) y Brodeur, Monoclonal Antibody Production Technique_s and
Applications, paginas 51-63 (Marce! Dekker inc, 1987). Los procedimientos
alternativos incluyen el uso de colecciones de fagos o ratones transgénicos
ambos de los cuales utilizan repertorios de regiones VV humanas (véase Winter
G, (1994), Annu. Rev. Immunol 12,433-455, Green LL (1999), J. Immunol.
methods 231, 11-23).

Actualmente se dispone de diversas cepas de ratones transgénicos en las que
sus locus de inmunoglobulina murinos se han reemplazados por segmentos
génicos de inmunoglobulina (véase Tomizuka K, (2000) PNAS 97 722-727;
Fishwild DM (1998) Nature Biotechnol. 14, 845-851, Mendez MJ, 1997,
Nature Genetics, 15,146-156). Tras la exposicién a antigenos dichos ratones
son capaces de producir un repertorio de anticuerpos humanos de los que

pueden seleccionarse anticuerpos de interés.

Particularmente interesante es el sistema de Trimera™ (véase Eren R y cols,
(1998) Immunology 93:154-161) en el que los linfocitos humanos se
transplantan en ratones radiados, el sistema de anticuerpos linfociticos
seleccionado (SLAM, véase Babcook y cols, PNAS (1996) 93:7843-7848) en el

que los linfocitos humanos (o de otras especies) se introducen en un
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procedimiento de generaciéon masiva conjunta de anticuerpos in vitro seguida
de separacion, dilucion limitante y procedimiento de seleccion y el Xenomouse
™ (Abgenix Inc). Hay una estrategia alternativa disponible en Morphotek Inc

que usa la tecnologia del Morphodoma™.

La tecnologia de presentacic’m en fagos puede usarse para producir
anticuerpos humanos (y fragmentos del mismo), véase McCafferty, Nature,
348, 552-553 (1990) y Griffiths EA y cols {1994) EMBO 13:3245-3260. De
acuerdo con esta técnica se clonan los genes del dominio V del anticuerpo en
marco o bien con un gen de proteinas de la cubierta o principal o secundaria
de un bacteriéfago filamentoso tal como M13 o fd y se presenta (habituaimente
con la ayuda de un fagd cooperadar) como fragmento funcional de anticuerpos
sobre ta superficie de la particula del fago. Las selecciones que se basan en
las propiedades funcionales del anticuerpo consiguen la seleccién del gen que
codifica el anticuerpo que muestra esas propiedades. La técnica de
presentacion en fagos puede usarse para seleccionar anticuerpos especificos
de antigeno de colecciones formadas por linfocitos B humanos extraidos de
individuos que padecen una enfermedad o trastorno descrito anteriormente o
de forma alternativa de donantes humanos no inmunizados (véase Marks:
J.Mol.Biol. 222, 581-597, 1991). Cuando se desea un anticuerpo humano
intacto que comprenda un dominio Fc es necesario reclonar el fragmento
derivado del fago presentado en un vector de expresién mamifero que

comprenda las regiones constantes deseadas y que establezca lineas

celulares con expresion estable.

93 |
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La técnica de la maduracion por afinidad puede usarse para mejorar la afinidad
de union. Esto puede lograrse por ejempio por sustitucién secuencial de las
regiones H y L de la cadena V con variantes naturales y seleccionando en
base a las afinidades de unidn mejoradas (Marks; Bio/technol 10, 779-783
(1992). Actualmente también hay disponibles variantes de esta técnica tales
como "sellado de epitopos” (documento WO 93/06213, Waterhouse; Nucl.
Acids Res 21, 2265-2266 (1993)). Mas recientemente se han obtenido
anticuerpos madurados por afinidad mediante mutagénesis aleatoria de las
regiones V o las CDR por ejemplo usando replicasas de ARN con tendencia a
errores y la posterior seleccidn de estas colecciones mediante técnicas de

seleccién de presentacion en ribosomas (Kopsidas G BMC Biotechnology. 7:

18, 2007).

1.1.2 Anticuerpos quiméricos y humanizados

Las proteinas de union a antigenos de la presente invencion pueden ser
anticuerpos "quimeéricos” o "humanfzados". El uso de anticuerpos intactos no
humanos en el tratamiento de enfermedades o trastornos humanos comporta
los actualmente bien establecidos problemas de la potencial capacidad
inmunégena especialmente tras la administracidén repetida del anticuerpo: es
decir, el sistema inmunitario del paciente puede reconocer el anticuerpo intacto
no humano como fordneo y desencadenar una respuesta neutralizadora.
Ademas de desarrollar anticuerpos completamente humanos (véase en lo que
antecede) se han desarrollado diversas técnicas en el transcurso de los anios
para superar estos problemas y generalmente conllevan reducir la composicién

de las secuencias de aminodacidos no humanas en el anticuerpo terapéutico
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humano a la vez que se mantiene la facilidad relativa de obtener anticuerpos
no humanos de un animal inmunizado por ejemplo ratén, rata o conejo. En
lineas generales, se han usado dos estrategias para lograr esto. La primera
son los anticuerpo quiméricos, que generalmente comprenden un dominio
variable no humano (por ejemplo de roedor tal como de ratén) fusionado a una
regién constante humana. Debido a que el sitio de unién de antigenos de un
anticuerpo esta localizado en las regiones variables, el anticuerpo quimérico
mantiene su afinidad de union por el antigenc pero adquiere las funciones
efectoras de la regidn constante humana y por lo tanto es capaz de realizar
funciones efectoras tal como se describe mas arriba. Los anticuerpos
quiméricos habitualmente se producen usando procedimientos de
recombinacion de ADN. El ADN que codifica los anticuerpos (por ejemplo
ADNCc) se aisla y secuencia usando procedimientos convencionales (por
elemplo usando sondas de oligonuclebtidos que son capaces de unirse
especificamente a genes que codifican las regiones variables de las cadenas
H y L del anticuerpo de la invencion, por ejemplo ADN de las SEC IDN.°. 19y
21 que se describen anteriormente). Las células de hibridoma sirven de fuente
tipica de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se introduce en vectores de
expresion que después se transfectan a células hospedadoras tales como
E.Coli, células COS, células CHO, células PerC6 o células de mieloma que de
otro modo no producen proteina inmunoglobulinica obteniendo la sintesis del
anticuerpo. El ADN puede modificarse sustituyendo la secuencia codificante
de las cadenas L y H humanas por las correspondientes regiones constantes H
y L no humanas (por ejemplo murinas), véase por ejemplo Morrison; PNAS 81,

6851 (1984). Asi, en otra realizacién de la invencion se proporciona un
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anticuerpo quimérico que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia:
SEC ID N.° 19 y un dominic V| que tiene la secuencia: SEC ID N.° 21
fusionada a una regidn constante humana (que puede ser de un isotipo IgG

por ejemplo 1gG1) .

La segunda estrategia conlleva la generacién de anticuerpos humanizados en
los que se reduce el contenido no humano del anticuerpo al humanizar las
regiones variables. Dos técnicas de humanizacién han ganado popularidad.
La primera es la humanizacién mediante injerto de CDR. Las CDR forman
bucles cerca del extremo N del anticuerpo donde forman una superficie
montada en un supercontigo que proporcionan las regiones estructurales. La
especificidad de union al antigeno del anticuerpo se define principalmente por
la topografia y por las caracteristicas quimicas de la superficie de sus CDR,
Estas caracteristicas a su vez son determinadas por la conformaciéon de las
CDR individuales, por la disposicion relativa de las CDR, y por la naturaleza y
disposicién de las cadenas laterales de los restos que comprenden las CDR.
Puede lograrse un gran descenso de la capacidad inmunogena injertando saélo
las CDR de un anticuerpo no humano (por ejemplo murino} (anticuerpo
"donante") sobre una estructura humana adecuada (“estructura receptora”) y
regiones constantes (véase Jones y cols (1986) Nature 321,522-525 vy
Verhoeyen M y cols (1988) Science 239, 1534-1536). Sin embargo, el injerto
de CDR per se puede no conseguir que se mantengan todas las propiedades
de union de antigenos y con frecuencia se encuentra que deben preservarse
algunos restos estructurales del anticuerpo donante (que algunas veces se

denominan ‘“contramutaciones”) en la molécula humanizada si debe
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recuperarse una afinidad de union de antigenos significativa en la molécuia
humanizada (véase Queen C y cols (1989) PNAS 86, 10,029-10,033, Co, M y
cols (1991) Nature 351, 501-502). En este caso, pueden elegirse regiones V
humanas que muestran la mayor homologia entre las secuencias
(habitualmente 60% o mayor) para el anticuerpo donante no humano a partir
de una base de datos para proporcionar la estructura humana (FR). La
seleccidbn de FR humanas puede realizarse o bien a partir de consensos
humanos o a partir de anticuerpos humanos individuales. Cuando sea
necesario, los restos clave del anticuerpo donante se introducen en la
estructura receptora humana para conservar las conformaciones de las CDR.
Pueden usarse los modelos per ordenador del anticuerpo para ayudar a

identificar dichos restos estructuraimente importantes, véase el documento

W099/48523.

De forma alternativa, la humanizacion puede lograrse mediante un
procedimiento de “chapado”. Un analisis estadistico de regiones variables de
las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas humanas y murinas revel
que los patrones precisos de los restos expuestos son diferentes en los
anticuerpos humanos y murinos, y la mayoria de las posiciones superficiales
individuales tienen una gran preferencia por un pequefic nimero de restos
diferentes (véase Padlan E.A. y cofs; (1991) Mol. Immunol. 28, 489-498 y
Pedersen J.T. y cols (1994) J. Mol. Biol. 235; 859-873). Por lo tanto es posible
reducir la capacidad inmunoégena de un Fv no humano sustituyendo los restos
expuestos de sus regiones estructurales que difieren de las que habitualmente

se encuentran en los anticuerpos humanos. Debido a que puede establecerse

Een
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una relacion directa entre la capacidad antigénica de las proteinas y la
accesibilidad superficial, la sustitucién de los restos superficiales puede ser
suficiente para hacer que la region variable murina sea "invisible" para el
sistema inmunitario humano (véase también Mark G.E. y cols (1994) in
Handbook of Experimental Pharmacology vol. 113: The pharmacology of
monoclonal  Antibodies, Springer-Verlag, paginas 105-134). Este
procedimiento de humanizacidén se denomina "chapado" porque unicamente se
altera la superficie del anticuerpo, los restos estructurales no se alteran. Otras
estrategias alternativas incluyen las que se describen en el documento
WO04/006955 y el procedimiento de Humaneering™ (Kalobios) que utiliza los
sistemas de expresion bacterianos y produce anticuerpos que tienen una
secuencia similar a la de la linea germinal humana (Alfenito-M Advancing

Protein Therapeutics, enero de 2007, San Diego, California).

Para los expertos en la técnica sera patente que el término "derivado” se
pretende que defina no solo la fuente en el sentido de que sea el origen fisico
del material sino que también define el material que estructuralmente idéﬁtico
al material pero que no tiene su origen en la fuente de referencia. Asi, los
“restos que se encuentran en el anticuerpo donante" no necesariamente tienen

que haber sido purificados a partir del anticuerpo donante.

Esta bien reconocido en la técnica que ciertas sustituciones de aminoacidos se
considera gue son "conservadoras’. Los aminoacidos se dividen en grupos
basandose en las propiedades comunes de sus cadenas laterales y las

sustituciones dentro de estos grupos que mantienen toda o sustancialmente
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toda la afinidad de unién del anticuerpo terapéutico de la invencion se

consideran sustituciones conservadoras, véase la siguiente Tabla 1:

Tabla 1
| Cadena lateral Miembros
Hidréfoba met, ala, val, leu, ile
Hidroéfila neutra cys, ser, thr
Acida asp, glu
Basica asn, gin, his, lys, arg

Restos que influyen sobre la|gly, pro

orientacion de las cadenas

Aromaticas trp, tyr, phe

1.1.3 Anticuerpos multiespecificos y biespecificos

Las proteinas de unidn a antigenos de la presente invencién pueden ser
multiespecificas es decir pueden unirse a mas de un antigeno. En una
realizacion particular, la proteina de unién a antigenos es un anticuerpo
biespecifico. Un anticuerpo biespecifico es un anticuerpo derivado que tiene
especificidades de unién por al menos dos epitopos diferentes y también forma
parte de la invencidn, Los procedimientos para preparar dichos anticuerpos
son conocidos en la técnica. Tradicionalmente, la produccién recombinante de
anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos pares de cadenas
H y cadenas L de inmunoglobulina, en la que las dos cadenas H tienen
especificidades de unién diferentes, véase Millstein y cols, Nature 305 537-539

(1983), el documento W(0O93/08829 y Traunecker y cols EMBO, 10, 1991,
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3655-3659. Debido a la mezcla aleatoria de las cadenas H y L, se produce una
mezcla potencial de diez estructuras de anticuerpos diferentes de las cuales
solo una tiene la especificidad de unidén deseada. Una estrategia alternativa
implica fusionar los dominios variables con las especificidades deseadas a la
region constante de la cadena pesada que comprende al menos parte de las
regiones de bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener la regién CH1 que
contenga el sitio necesario para la union de la cadena ligera, presente en al
menos una de las fusiones. Los ADN que codifican estas fusiones y, si se
desea, la cadena ligera de la inmunoglobulina se insertan en vectores de
expresion separados y se cotransfectan a un organismo huésped adecuado.
Sin embargo es posible insertar las secuencias codificantes para dos o para
las tres cadenas en un vector de expresiéon. En una estrategia preferida, el
anticuerpc hiespecifico esta compuesto por una cadena H con una primera
especificidad de union en un brazo y un par de cadena H y cadena L,
proporcionando una segunda especificidad de unidn en el otro brazo, véase el
documento  W(Q94/04690. Véase también Suresh y cols Methods in
Enzymology 121, 210, 1986.

La administracion de las proteinas terapéuticas al cerebro ha sido dificultada
por la presencia de la barrera hematoencefalica (BBB) y existe una barrera
retiniana similar entre el ojo y la corriente sanguinea. Se han propuesto
diversas estrategias cuando se desea administrar una proteina de unidon a
antigenos de la invencién, tal como un anticuerpo de la invencién o fragmento
de anticuerpo de la invencion, a través de una barrera bioldgica tal como la

BBB para potenciar dicha administracién cuando sea necesario y pueden ser
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aplicables estrategias similares para permitir cruzar la barrera retiniana.

Para obtener los nutrientes y factores necesarios de la sangre, la BBB posee
algunos receptores especificos, que transportan compuestos de la sangre en
circulacién al cerebro. Los estudios han indicado que algunos compuestos
como la insulina (véase Duffy KR y cols (1989) Brain Res. 420:32-38),
transferrina (véase Fishman JB y cois (1987) J.Neurosci 18:298-304) y los
factores de crecimiento de tipo insulina 1 y 2 (véase Pardridge WM (1986)
Endocrine Rev. 7:314-330 y Duffy KR y cols (1986) Metabelism 37:136-140)
atraviesan la BBB mediante transcitosis mediada por receptores. Los
receptores de estas moléculas proporcionan asi un medio potencial para que
los anticuerpos terapéuticos de la invencién accedan al cerebro usando los
denominados anticuerpos "vectoriales" (véase Pardridge Wi (1999) Advanced
Drug Delivery Review 36: 299-321). Por ejemplo, se ha demostrado que un
anticuerpo contra el receptor de transferrina se transporta dinamicamente al

parénquima cerebral (véase Friden PM y cols (1991) PNAS 88: 4771-4775 y

Friden PM y cols (1993) Science 259: 373-377). Asi, una estrategia potencial

es producir un anticuerpo biespecifico o fragmento biespecifico tal como se
describe anteriormente en el que una primera especificidad sea hacia un
epitopo del péptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de R-amiloide tal
como se describe anteriormente y una segunda especificidad hacia un receptor

de transporte localizado en la BBB por ejemplo una segunda especificidad

hacia el receptor de transporte de transferrina.

Otros anticuerpos biespecificos previstos por la presente invencidn incluyen un

81
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anticuerpo biespecifico o fragmento biespecifico del mismo que tiene una
primera especificidad por B-amiloide y una segunda especificidad por un
activador de la via de complemento con el objetivo de inhibir su actividad, por
ejemplo, pero sin excluir otros: un factor de complemento, tal como el factor de

complemento D.

Las proteinas multiespecificas de unién a antigencs de {a invencion incluyen
proteinas que tienen una primera especificidad por B-amiloide, tal como un
epitopo de péptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de B-amiloide tal
como se describe anteriormente, una segunda especificidad por un receptor
de transporte situado en la BBB o en la barrera hematorretiniana y una tercera

especificidad por un activador de la via de complemento.

1.2 Fragmentos de anticuerpos y otras construcciones proteinicas, tales

como dominios

En ciertas realizaciones de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapeutico que es un fragmento de union a antigenos. Dichos fragmentos
pueden ser fragmentos de uniéon de antigenos funcionales de anticuerpos
intactos y/o humanizados y/o quiméricos tales como fragmentos Fab, Fd, Fab',
F(ab'),, Fv, ScFv de los anticuerpos que se describen anteriormente. Los
fragmentos que carecen de la region constante de IgG2 ht.imana carecen
esencialmente de la capacidad de activar complemento por la ruta clasica o de
mediar en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Ademas dichos
fragmentos se producen mediante digestion proteolitica de anticuerpos intactos

por ejemplo mediante digestion con papaina (véase por ejemplo, e! documento
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WQ 94/29348) pero pueden producirse directamente a partir de ceélulas
ho_spedadoras transformadas por via recombinante. Para la produccion de
ScFv, véase Bird y cofs; (1988) Science, 242, 423-426. Ademas, los
fragmentos de anticuerpos pueden producirse usando una variedad de

técnicas de ingenieria tal como se describe mas adelante,

Los fragmentos Fv parecen tener una menor energia de interaccién de sus dos
cadenas que los fragmentos Fab. Para estabilizar la asociacién de los
dominios Vy y V|, se han enlazado con péptidos (Bird y cols, (1988) Science
242, 423-426, Huston y cols, PNAS, 85, 5879-5883), enlaces disulfuro
(Glockshuber y cols, (1990) Biochemistry, 29, 1362-1367) y mutaciones "knob
in hole” (Zhu y cols (1997), Protein Sci., 6, 781-788). Los fragmentos ScFv
pueden producirse mediante procedimientos notorios para los expertos en la
técnica véase Whitlow y cofs (1991) Methods companion Methods Enzymal, 2,
97-105 y Huston y cols (1993) Int. Rev. Immunol 10, 195-217. Los ScFv
pueden producirse en células bacterianas tales como E.Coli pero mas
habituaimente se producen en células eucariotas. Una desventaja de los ScFv
es la monovalencia del producto, que impide aumentar la avidez debido a una
unidn polivalente, y a su cortas semivida. Los intentos para solventar estos
problemas incluyen (ScFv'); bivalentes producidos a partir de ScFV que
contienen una cisteina adicional en el extremo C mediante acoplamiento
quimico (Adams y cols (1983) Can.Res 53, 4026-4034 y McCartney y cols
(1995) Protein Eng. 8, 301-314) 0 mediante dimerizacion especifica de sitio de
los ScFv que contienen un resto cisteina en el extremo C no emparejado

(véase Kipriyanov y cols (1995) Cell. Biophys 26, 187-204). De forma
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alternativa, puede forzarse a los ScFv a que formen multimeros acortando el
enlazador peptidico a entre 3 y 12 restos formando “"diacuerpos”, véase
Holliger y cols PNAS (1993), 90, 6444-6448. Reducir todavia mas el enlazador
puede provocar la formacion de trimeros de ScFV ("triacuerpos”, véase Kortt y
cols (1997) Protein Eng, 10, 423-433) y tetrameros ("tetracuerpos’, véase Le
Gall y cols (1999) FEBS Lett, 453, 164-168). La construccién de moléculas
bivalentes de ScFV también puede lograrse mediante fusién genética con
motivos de dimerizacidn de proteinas formando "minianticuerpos” (véase Pack
y cols (1992) Biochemistry 31, 1579-1584) y "minicuerpos"” (véase Hu y cols
(1996), Cancer Res. 56, 3055-3061). Los tandems de ScFv-Sc-Fv ((ScFV),)
también pueden producirse enlazando dos unidades de ScFv mediante un
tercer péptido enlazador, vease Kurucz y cols (1995) J.Immol. 154, 4576-4582.
Los diacuerpos biespecificos pueden producirse a través de la asociacion no
covalente de dos productos de fusion de cadenas unicas constituidas por el
dominio V4 de un anticuerpo conectado mediante un enlazador corto al
dominio V| de otro anticuerpo, véase Kipriyanov y cols (1998), Int. J. Can 77,
763-772. La estabilidad de dichos diacuerpos biespecificos puede potenciarse
mediante la introduccién de puentes disulfuro o mutaciones "knob in hole" tal
como se describe anteriormente o mediante la formacion de diacuerpos
monocatenarios (ScDb) en los que se conectan dos fragmentos ScFv hibridos
a través de un peptido enlazador véase Kontermann y cols (1999) J. Immunol.
Methods 226 179-188. Las moléculas biespecificas tetravalentes estan
disponibles por ejemplo mediante la fusién de un fragmento ScFv al dominio
CH3 de una molécula de IgG o a un fragmento Fab a través de la regién de

bisagra véase Coloma y cols (1997) Nature Bioctechnol. 15, 159-163. De forma
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alternativa, se han creado moléculas biespecificas tetravalentes mediante la
fusion de diacuerpos monocatenarios biespecificos (véase Alt y cols, (1999)
FEBS Lett 454, 90-94. También pueden formarse moléculas biespecificas
tetravalentes mas peguefias mediante la dimerizacidn o bien de tandems de
ScFv-ScFv con un enlazador que contiene un motivo de hélice-bucle-hélice
(minianticuerpos DiBi, véase Muller y cols (1998) FEBS Lett 432, 45-49) o una
molécula monocatenaria que comprende cuatro dominios variables de
anticuerpo (Vw y V) en una orientacion que evita el emparejamiento
intramolecular (diacuerpo en tandem, véase Kipriyanov y cols, (1999) J. Mol.
Biol. 293, 41-56). Pueden crearse fragmentos biespecificos F(ab')2
mediante acoplamiento quimico de fragmentos Fab' o mediante
hetercdimerizacidn a través de cremalleras de leucina (véase Shalaby y cols,
(1992) J. Exp. Med. 175, 217-225 y Kostelny y cols (1992), J. Immunol. 148,
1547-1553). También hay disponibles dominios Vi y V_ aislados, véanse los

documentcs US 6.248.516; US 6.291.158; US 6.172.197.

La frase “"dominio variable unico de inmunoglobulina” se refiere a un dominio
variable de anticuerpo (VH vHH L) que se une especificamente a un antigeno
o epitopo de forma independiente de una regién o dominio V diferente. Un
dominio variable unico de inmunoglobulina puede estar presente en un formato
{por ejemplo, homomultimero o heteromultimero) con otras regiones variables
o dominios variables diferentes, donde las otras regiones o dominios no son
necesarios para unirse a los antigenos mediante el unico dominio variable de
inmunoglobulina (es decir, donde el dominio variable unico de inmunoglobulina

se une a un antigeno de forma independiente de los dominios variables
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adicionales). Un “anticuerpo de dominio unico” o “dAb” es lo mismo que un
‘dominio variable Unico de inmunoglobulina” que es capaz de unirse a un
antigeno tal y como se usa el término en el presente documento. Un dominio
variable unico de inmunoglobulina puede ser un dominio variable de anticuerpo
humano, pero también incluye dominios variables de un anticuerpo unico de
otras especies tales comao roedores (por ejemplo, tal y como se describe en el
documento WO 00/29004, dAb de Vpy de tiburdn nodriza y camélidos. Los
Vuew de camélidos son polipéptidos de dominio variable unico de
inmunoglobulina que se derivan de especies que incluyen, camello, llama,
alpaca, dromedario, y guanaco, que producen anticuerpos con cadenas
pesadas naturalmente carentes de cadenas ligeras. Tales dominios Vuw
pueden humanizarse de acuerdo con técnicas estandar disponibles en la
técnica, y dichos dominios se considera todavia que son “anticuerpos de
dominio unico” de acuerdo con la invencidon. Tal como se usa en el presente

documento “Vyincluye dominios Vyy de camélidos.

Tambien puede proporcionarse un fragmento de unién a antigenos mediante
ordenacion de una o mas de las CDR en supercéntigos proteinicos no
correspondientes a anticuerpos tales como un dominio. Un dominio puede
unirse especificamente a un antigeno o epitopo de forma independiente de
una region variable o dominio diferente. Este puede ser un anticuerpo de
dominio, tal como se describe anteriormente, o puede ser un dominio que sea
un deri\)ado de un supercontigo que se selecciona a partir del grupo constituido
por CTLA-4, lipocalina, SpA, un Afficuerpo, un avimero, GroEl, transferrina,

GroES fibronectina/adnectina, que se han sometido a bioingenieria de
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proteinas para obtener la unién a un antigeno distinto del ligando natural.

En este contexto, el término “dominio” se refiere a una estructura de proteina
plegada que tiene estructura terciaria, independiente del resto de la proteina.
Generalmente, los dominios son responsables de las diferentes propiedades
funcionales de las proteinas, y en muchos casos pueden afadirse, eliminarse
o transferirse a otras proteinas sin pérdida de funcion del resto de la proteina
y/o del dominio. Un “dominio variable Unico” es un dominio de un polipéptido
plegado que comprende secuencias caracteristicas de los dominios variables
de los anticuerpocs. Por lo tanto incluye, dominios variables de anticuerpos
completos y dominios variables modificados, por ejemplo, en los que uno o
mas uno o mas bucles han sido reemplazados por secuencias que no son
caracteristicas de los dominios variables de anticuerpo, o dominios variables
de anticuerpo gque han sido truncados o que comprenden extensiones en el
extremo N o C, asi como fragmentos plegados de dominios variables que

mantienen al menos la actividad de unién y la especificidad del dominio de

longitud completa.

1.3 Anticuerpos heteroconjugados

Los anticuerpos heteroconjugados son derivados que también forman una
realizacion de la presente invencion. Los anticuerpos heteroconjugados estan
compuestos por dos anticuerpos unidos covalentemente que se forman

usando cualesquiera procedimientos de reticulacién convenientes. Véase el

documento US 4.676.980.
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1.4 QOtras modificaciones.

Se cree que la interaccién entre [a regidn Fc de un anticuerpo y diversos
receptores Fc (FcyR) actua de mediadora de las funciones efectoras del
anticuerpo que incluyen citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), fijacién de complemento, fagocitosis y semivida/aclaramiento del
anticuerpo. Pueden realizarse diversas modificaciones a la regién Fc¢ de los
anticuerpos de la invencion dependiendo de la propiedad efectora que se
desee. En particular, las regiones constantes humanas que esencialmente
carecen de las funciones de a) activacién de complemento por la via clasica; y
b) mediacion de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos incluye la
regidn constante de IgG4, la region constante de 1gG2 y las régiones
constantes de IgG1 que contienen mutaciones especificas como por ejemplo
mutacicnes en las posiciones 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y/o 322 que se
describpen en los documentos EPQ307434 (WQ8807089), EP 0629 240
(WO8317105) y WO 2004/014953. Se ha descrito por separadc que las
mutaciones en los restos 235 6 237 dentro del dominio CH2 de la regidn
constante de la cadena pesada (pumeracion segun Kabat; sistema de
indexado EU) reducen la unién a FcyRi, FcyRIl y 1a unién a FcyRIil y por lo
tanto reducen la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
(Duncan y cols. Nature 1988, 332; 563-564; Lund y cols. J. Immunol. 1991,
147, 2657-2662; Chappel y cols. PNAS 1991, 88; 9036-9040; Burton y Woof,
Adv. immunol. 1992, 51;1-84; Morgan y cols., Immunology 1995, 86; 319-324;
Hezareh y cols., J. Virol. 2001, 75 (24); 12161-12168). Ademas, algunos
informes también describen la implicacién de algunos de estos restos en el

reclutamiento o mediacion de la citotoxicidad dependiente de compiemento
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(CDC) (Morgan y cols., 1995; Xu y cols., Cell. Immunol. 2000; 200:16-26;
Hezareh y cols., J. Virol. 2001, 75 (24); 12161-12168). Por lo tanto, los restos
235y 237 se han mutado ambos a restos de alanina (Brett y cols. Immunology
1997, 91; 346-353; Bartholomew y cols. Immunology 1995, 85; 41-48; y
documento WOQ9958679) para reducir los efectos tanto de mediacidon por
complemento como por FcyR. Los anticuerpos que comprenden estas regiones

constantes pueden denominarse anticuerpos "no liticos”.

Se puede incorporar un epitopo de union de receptores de rescate al
anticuerpo para aumentar su semivida en suero véase el documento US

5.738.277.

Actualmente hay cinco receptores Fcy humanos, FeyR (1), FeyRila, FeyRHb,
FcyRllla y FcRn neonatal.  Shields y cols, (2001) J. Biol. Chem 276, 6591-
6604 demostraron que un conjunto comun de restos de IgG1 esta implicado en
Ja unién de todos los FcyR, mientras que FcyRIV y FeyRI utilizan sitios distintos
fuera de este conjunto comun. Un grupo de restos de I1gG1 redujo la unidn a
todos los FcyR cuando se alteraron a alanina: Pro-238, Asp-265, Asp-270,
Asn-297 y Pro-239. Todos estan en el dominio CH2 de IgG y arracimados
cerca de la regidn de bisagra CH1 y CH2. Aunque FcyRI utiliza unicamente el
conjunto comun de restos de IgG1 para su unién, FcyR!l y FeyRIll interactaan
con restos diferentes ademas de los del conjunto comun. La alteracién de
algunos restos redujo la unién solo a FcyRIl (por ejemplo Arg-292) o a FcyR!l
(por ejemplo Glu-293). Algunas variantes mostraron una union mejorada a

FcyRIl o FeyRIIL pero no afectaron a la unidn al otro receptor (por ejemplo Ser-




20

25

-60-

267Ala mejord la unidn a FcyRIl pero no afecto a [a union a FcyRIIl). Otras
variantes mostraron una unién mejorada a FcyRIl o FcyRIll con reduccién en la
unidn al otro receptor (por ejemplo Ser-298Ala mejoré la unién a FeyRIl y
redujo la unién a FcyRIl). Para FcyRllla, las mejores variantes de unidn de
IgG1 habian combinado sustituciones con alanina en Ser-298, Glu-333 y Lys-
334. Se cree que el receptor neonatal FcRn esta implicado en proteger a las
moléculas de IgG de la degradacion y asi potenciar la semivida en suero y la
transcitosis entre tejidos (véase Junghans R.P (1897} Immunol. Res 16. 29-57
y Ghetie y cois (2000) Annu. Rev. Immunol. 18, 739-766). Se determind que
los restos de IgG1 humana gque interactuaban directamente con FcRn humano

incluyen [le253, Ser254, Lys288, Thr307, Gin311, Asn434 e His435.

El anticuerpo terapéutico de ia invencion puede incorporar cualquiera de las

modificaciones de la region constante anterior.

En una realizacién particular el anticuerpo terapéutico esencialmente carece
de las funciones de a) activacién de complemento por la via clasica; y b)
mediacion de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. En una
realizacién mas particular la presente invencidn proporciona anticuerpos
terapeuticos de la invencién que tiene uno cualquiera (o mas) de los cambios
de los restos que se detallan anteriormente para modificar la

semivida/aclaramiento y/o las funciones efectoras tales como ADCC y/o

citotoxicidad dependiente de complemento y/o lisis por complemento.

En un aspecto adicional de la presente invencion el anticuerpo terapéutico

90
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tiene una region constante del isotipo |gG1 humano con sustituciones de
alanina {u otras que la alteren) en las posiciones 235 (por ejemplo L235A) y
237 (por ejemplo G237A) (numeracion de acuerdo con el esquema EU que se

detalla en Kabat).

Otros derivados de la invencidén incluyen variantes de glucosilacion de los
anticuerpos de la invencién. Se sabe que la giucosilacién de los anticuerpos
en posiciones conservadas de sus regiones constantes tiene un profundo
efecto sobre la funcidén del anticuerpo, en particular las funciones efectoras
tales como las que se describen anteriormente, véase por ejemplo, Boyd y cols
(1996), Mol. immunol. 32, 1311-1318. Se contemplan las variantes de
glucosilacién de los anticuerpos terapéuticos de la presente invencion en las
que se anade, elimina o modifica uno o mas restos carbohidratados. La
introduccidn de un motivo asparragina-X-serina o asparragina-X-treonina crea
un sitio potencial para la unidon enzimatica de restos carbohidratados y puede
usarse por lo tanto para manipular la glucosilacién de un anticuerpo. En Raju y
cols {(2001) Biochemistry 40, 8868-8876 se aumentd la sialiacion terminal de
una inmunoadhesina TNFR-IgG a través de un procedimiento de

regalactosilacion ylo resialilacion usando beta-1,4-galactosiltransferasa y/o

alfa- 2 3-sialiltransferasa. Se cree que al aumentar la sialilacion termina se .

aumenta la semivida de la inmunoglobulina. Los anticuerpos, al igual que la
mayoria de las glucoproteinas, habitualmente se producen en la naturaleza en
forma de una mezcla de glucoformas. Esta mezcla es particularmente obvia
cuande los anticuerpos se producen en células eucariotas, en particular de

mamifero. Se ha desarrollado una variedad de procedimientos para fabricar
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glucoformas definidas, véase Zhang y cols Science (2004), 303, 371, Sears y
cols, Science, (2001) 291, 2344, Wacker y cols (2002) Science, 298 1790,
Davis y cols (2002) Chem. Rev. 102, 579, Hang y cols (2001) Acc. Chem. Res
34, 727. Asi, la invencion se ocupa de una pluralidad de anticuerpos
terapéuticos (que pueden ser del isotipo 1gG, por ejemplo IgG1) tal como se
describe en el presente documento que comprende un numerc definido (por
ejemplo 7 o menos, por gjemplo 5 0 menos tal como dos 0 una unica)

glucoforma(s) de dichos anticuerpos.

Los derivados de acuerdo con la invencidn también incluyen anticuerpos
terapéuticos de la invencion acoplados a un polimero no proteinico tal como
polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol ¢ polioxialquileno. La conjugaciéon de
proteinas a PEG es una técnica establecida para aumentar la semivida de
proteinas, asi como de reducir la capacidad antigénica e inmundgena de las
proteinas. El uso de PEGilacién con diferentes pesos moleculares y estilos
(lineales o ramificados) se ha investigado con anticuerpos intactos asi como
con fragmentos Fab', véase Koumenis I.L. y cols (2000) Int. J. Pharmaceut.
198: 83-95. Una realizacién particular comprende un fragmento de union a
antigenos de la invencion sin las funciones efectoras de a) activacion de
complemento por la via clasica, y b) mediacion de citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpos; (tal como un fragmento Fab o un scFv) acoplado

a PEG.

2. Procedimientos de produccién

Los anticuerpos de la presente invencién pueden producirse en organismos

12
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transgénicos tales como cabras (véase Pollock y cofs (1999), J. Immunol.
Methods 231:147-157), pollos (véase Morrow KJJ (2000} Genet. Eng. News
20:1-55), ratones (véase Pollock y cols. ib) o plantas (véase Doran PM, (2000)
Curr. Opinion Biotechnol. 11, 198-204, Ma JK-C (1998), Nat. Med. 4; 601-606,
Baez J y cols, BioPharm (2000) 13: 50-54, Stoger E y cols; (2000) Plant Mol.
Biol. 42: 583-590). Los anticuerpos también pueden producirse mediante
sintesis quimica. Sin embargo, los anticuerpos de la invencidén habitualmente
se praducen usando tecnologia de cultivo celular recombinante notoria para los
expertos en ta técnica. Se aisla un polinucieétido que codifica el anticuerpo y
se inserta en un vector replicable tal ‘como un plasmido para su posterior
propagacién o expresion en una celula huésped. Un sistema de expresion util
es un sistema de glutamato sintetasa (tal como el que comercializa Lonza
Biologics), en particular en el que la célula huésped es CHO o NSO (véase mas
adelante). El polinucledtido que codifica el anticuerpo se aisla faciimente y se
secuencia usando procedimientos convencionales (por ejemplo sondas de
oligonucledtidos). Los vectores que pueden usarse incluyen plasmidos, virus,
fagos, transposones, minicromosomas de los que los plasmidos son una
realizacion tipica. Generalmente dichos vectores incluyen ademas una
secuencia de senal, origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un
elemento potenciador, a promotor y secuencias de terminacion de la
transcripcion ligadas operablemente al polinucledtido de la cadena ligera y/o
pesada de forma que se facilite la expresidn. Los polinucledtidos que codifican
las cadenas ligera y pesada pueden insertarse en vectores separados e
introducirse  (por  ejemplo  mediante  transformacion,  transfeccién,

electroporacion o transduccién) en la misma célula huésped de forma
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concurrente o secuencial o, si se desea, tanto la cadena pesada como la
cadena ligera pueden insertarse en el mismo vector antes de dicha

introduccién.

Sera inmediatamente patente para los expertos en la técnica que debido a la
redundancia del cédigo genético, también hay disponibles poliriucleétidos
alternativos a los que se describen en el presente documento que codificaran

los polipéptidos de la invencion.

2.1 Secuencias de sefal

Las proteinas de unidon a antigenos, por ejemplo los anticuerpos, de la
presente invencién pueden producirse en forma de una proteina de fusién con
una secuencia de sefal heteréloga que tenga un sitio de escisidn especifico en
el extremo N de la proteina madura. La secuencia de sefal deberia ser
reconocida y procesada por la célula huésped. Para las células huésped, la
secuencia de sefal puede ser una secuencia lider de alcalina fosfatasa,
penicilinasa, o enterotoxina Il termoestable. Para la secrecién de levaduras,
las secuencias de sefial pueden ser una secuencia lider de invertasa de
levadura, una secuencia lider de factor o o secuencias lider de fosfatasa
vease por ejemplo el documento WO90/13646. En los sistemas celulares de
mamifero, hay disponibles secuencias lider viricas tales como la sefial gD de
Herpes simplex y ias secuencias de sefal de inmunoglobulina nativa (tal como
cadena pesada de Ig humana). Habitualmente |la secuencia de sefial esta

ligada en marco de lectura a un polinucledtido gue codifica el anticuerpo de la

invencién.

4



20

25

-65-

2.2 Origen de replicacion

Los origenes de replicacién son notorios en la técnica, siendo pBR322
adecuado para la mayoria d elas bacterias gram negativas, el ptasmida 2u
para la mayoria de las levaduras y diversos origenes viricos tales como SV40,
polioma, adenovirus, VSV o BPV para la mayoria de las células de mamifero.
Generalmente, el componente de origen de replicacién de SV40 no es
necesario para los vectores de expresién de mamifero integrados. Sin
embargo, el SV40 ori puede estar incluido dado que contiene el promotor

temprano.

2.3 Marcador de seleccion

Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia
a antibidticos u otras toxinas, por ejemplo ampicilina, neomicina, metotrexato o
tetraciclina, o (b) compierﬁentan deficiencias auxctropicas o proporcionan
nutrientes no disponibles en el medio complejo o {(c) combinaciones de ambos.
El esquema de seleccidén puede suponer detener el crecimiento de las células
huésped que no contienen vector o vectores. Las células, que se han
transformado con exito con los genes que codifican el anticuerpo terapéutico
de la presente invencion, sobreviven debido por ejemplo a la resistencia a
farmacos que confiere el marcador de seleccion administrado al mismo tiempo.
Un ejemplo es el sistema de seleccion DHFR en el que los transformantes se
generan en cepas huesped negativas para DHFR (por ejemplo véase Page y
Sydenham 1991 Biotechnology 9: 64-68). En este sistema, el gen DHFR es

administrado al mismo tiempo que la proteina de unidn a antigenos, por
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ejemplo anticuerpo, secuencias polinucleotidicas de la invencion y despues se
seleccionan las células positivas para DHFR mediante privacion de
nucleésidos. Si fuera necesario, también se emplea el inhibidor de DHFR
metotrexato para seleccionar los transformantes con amplificacién de genes de
DHFR. Al ligar operablemente el gen de DHFR a la proteina de unidn a
antigenos, por ejemplo anticuerpo, secuencias codificantes de la invencion o
derivados funcionales de los mismos, la amplificacion del- gen de DHFR
produce la concomitante amplificacién de la proteina de unién a antigenos
deseada, por ejemplo anticuerpo, secuencias de interés. Las células CHO
son una linea celular particularmente uatili para esta seleccidon de
DHFR/metotrexato y los procedimientos para amplificar y seleccionar las
células huésped usando el sistema DHFR estan bien establecidos en la
técnica véase Kaufman R.J. y cols J. Mol. Biol. (1982) 159, 601-621, para una
revisidn, véase Werner RG, Noe W, Kopp K,Schluter M, "Appropriate
mammalian expresssion systems for biopharmaceuticals”, Arzneimittel-
Forschung. 48(8): 870-80, agosto de 1998. Un ejemplo adicional es el sistema
de expresion de glutamato sintetasa (Bebbington y cols., Biotechnology 1992
Vol 10 pagina 169). Un gen adecuado para la seleccion para usar en levaduras

es el gen trp1; véase Stinchcomb y cols Nature 282, 38, 1979.

2.4 Promotores

Los promotores adecuados para la expresion de proteinas de unidén a
antigenos, por ejemplo anticuerpos, de Ja invencion estan ligados
operablemente a ADN/polinucledtido que codifica la proteina de unién a

antigenos por ejemplo un anticuerpo. Los promotores para los huéspedes

96



20

25

B7-

procarictas incluyen el promotor phoA, sistemas promotores de beta-lactamasa
y lactosa, alcalina fosfatasa, triptéfano y promotores hibridos tales como Tac.
Los promotores adecuados para la expresion en células de levaduras incluyen
3-fosfoglicerato cinasa u ofras enzimas glucoliticas por ejemplo enolasa,
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, hexocinasa, piruvato descarboxilasa,
fosfofructocinasa, glucosa 6 fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa vy
glucocinasa. Los promotores de levaduras inducibles incluyen alcohol
deshidrogenasa 2, isacitocromo C, fosfatasa acida, metalotioneina y enzimas
responsables del metabolismo del nitrbgeno o de la utilizacién de

maltosa/galactosa.

Los promotores para la expresidén en los sistemas celulares de mamifero
incluyen promotores de ARN polimerasa Il que incluyen promotores viricos
tales como polioma, difteria aviar y adenovirus (por ejemplo adenovirus 2),
virus del papiloma bovino, virus de sarcoma aviario, citomegalovirus (en
particular el promotor génico tempranc inmediato), retrovirus, virus de la
hepatitis B, actina, promotor del virus de sarcoma de rous (RSV) y el virus
simio temprano o tardio 40 y promotores no viricos tales como EF-1alfa
(Mizushima y Nagata Nucleic Acids Res 1990 18(17): 5322. La eleccion del
promotor puede basarse en una compatibilidad adecuada con la célula

huésped que se usa para la expresion.

2.5 Elemento potenciador

Cuando sea apropiado, por ejemplo para la expresion en eucariotas

superiores, pueden incluirse elementos potenciadores adicionales en lugar de
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o ademas de los que se encuentran localizados en los promotores gque se
describen anteriormente. Las secuencias potenciadoras de mamifero
adecuadas elemento potenciadores de globina, elastasa, albumina,
fetoproteina, metalotionina e insulina. De forma alternativa, puede usarse un
elemento potenciador de un virus de celula eucariota tal como el potenciador
de SV40, el potenciador del promotor temprano de cytomegalovirus,
potenciador de polioma, potenciador de baculovirus o el lucus de 19gG2a murino
(véase el documento WO04/009823). Aunque dichos potenciadores
habitualmente estan localizados en el vector en un sitio aguas arriba del
promotor, también pueden estar localizados en cualquier otro sitio por ejemplo
en la region no traducida o aguas abajo de la sefial de poliadenilacién. La
eleccién y posicién del promotor puede basarse en una compatibilidad

adecuada con la célula huésped que se usa para la expresion.

2.6 Poliadenilacion/Terminacion

En los sistemas eucariotas, las sefales de poliadenilacion estan ligadas
operablemente a un polinucledtido que codifica la proteina de unién a
antigenos, por ejemplo anticuerpo, de esta invencidon. Dichas sefiales
habitualmente estan situadas 3' del marco de lectura abierto. En los sistemas
de mamifero, las sefiales ejemplares no limitantes incluyen las que se derivan
de hormonas de crecimiento, factor de elongacion-1 alfa y genes viricos (por
ejemplo SV40) o repeticiones de terminacion largas retroviricas. En los
sistemas en Ievadurés los ejemplos no limitantes de serRales de
polidenilacion/terminacion incluyen las que se derivan de los genes de

fosfoglicerato cinasa (PGK) y alcohol deshidrogenasa 1 (ADH). En los

16
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sistemas procariotas, las senales de poliadenilacion habitualmente no son
necesarias y en vez de eso es habitual emplear secuencias de terminacion
mas cortas y mas definidas. La eleccidn de Ilas secuencias de
poliadenilacién/terminacion puede basarse en una compatibilidad adecuada

con la célula huésped que se usa para la expresién.

2.7 Otros procedimientos/elementos para mejorar los rendimientos

Ademas de lo anterior, otros elementos que pueden emplearse para mejorar
los rendimientos incluyen elementos de remodelacién de cromatina, intrones y
modificacion de codones especifica de Ié célula huésped. E! uso de los
codones de las proteinas de unién a antigenos, por ejemplo anticuerpos, de
esta invencion puede modificarse de forma que se acomode a la tendencia de
codones de la célula huésped de forma que se aumente la transcripcién y/o el
rendimiento del producto (por ejemplo Hoekema A y cols Mol Cell Biol 1987
7(8). 2914-24). La eleccién de los codones puede basarse en una

compatibilidad adecuada con la célula huésped que se usa para ta expresion.

2.8 Células huésped

Las células huésped adecuadas para clonar o expresar los vectores que
codifican proteinas de unién a antigenos, por ejemplo anticuerpos, de la
invencién son las células procariotas, de levadura o eucariotas superiores. Las
células procariotas adecuadas incluyen eubacterias por ejemplo
enterobacteriaceae tales como Escherichia por ejemplo E.Coli {por ejemplo
ATCC 31,446; 31,537, 27,325), Enterobacter, Erwinia, Klebsiella Proteus,

Salmonella por ejemplo Salmonella typhimurium, Serratia por ejemplo Serratia
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marcescans y Shigella asi como Bacilos tales como B.subtilis y B.licheniformis
(véase el documento DD 266 710), Pseudomonas tales como P.aeruginosa y
Streptomyces. De las células huésped de las levaduras, también se
contemplan huéspedes  tales como Saccharomyces cerevisiae,
schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces (por ejemplo ATCC 16,045;
12,424; 24178, 56,500), yarrowia (EP402, 226), Pichia Pastoris (EP183, 070,
vease también Peng y cols J. Biotechnol. 108 (2004) 185-192), Candida,
Trichoderma reesia (EP244, 234), Peniciliin, Tolipocladium y Aspergiflus ,

A.nidulans y A.niger.

Aunque la invencién contempla especificamente células huésped procariotas y
de levaduras, habitualmente sin embargo, las células huésped de la presente
invencién son células de vertebrado. Las células de vertebrado adecuadas
incluyen células de mamifero tales como COS-1 (N.° de ATCC. CRL 1650)
COS-7 (ATCC CRL 1651), linea renal embrionaria humana 293, PerC6
(Crucell), células renales de hamster neonato (BHK) (ATCC CRL 1632),
BHKS70 (N.° de ATCC: CRL 10314), 293 (N.° de ATCC CRL 1573), células de
ovario de hamster chino CHO (por ejemplo CHO-K1, N.° de ATCC: CCL 81,
linea celular de CHO sin DHFR tal como DG44 (Urlaub y cols, Somat Cell Mol
Genet (1986) Vol 12 paginas 555-566), en particular las lineas de células CHO
adaptadas para el cultivo en suspension, células.sertoli de raton, células
renales de mono, células renales de mono verde africano (ATCC CRL-1587),
células HELA, células renales caninas (ATCC CCL 34), células pulmonares
humanas (ATCC CCL 75), Hep G2 y células de linfoma o mieloma por ejemplo
NSO (véase el documento US 5.807.715), Sp2/0, YO.
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Asi, en una realizacion de la invencion se proporciona una célula huésped
transformada de forma estable que comprende un vector que codifica una
cadena pesada y/o cadena ligera del anticuerpo terapéutico tai como se
describe en el presente documento. Habitualmente dichas células huésped
comprenden un primer vector que codifica la cadena ligera y un segundo

vector que codifica dicha cadena pesada.

Dichas células huésped también pueden disefarse o adaptarse ademas para
modificar la calidad, funcion y/o rendimiento de la proteina de union a
antigenos, por ejemplo anticuerpo, de esta invencién. Los ejemplos no
limitantes incluyen expresion de enzimas modificadoras especificas (por

ejemplo de glucosilacion) y chaperonas de plegamiento de las proteinas.

2.9 Procedimientos de cultivo celular.

Las células huésped transformadas con vectores que codifican las proteinas
terapéuticas de union a antigenos, por ejemplo los anticuerpos, de la invencion
pueden cultivarse mediante cualquier procedimiento conocidos por los
expertos en la técnica. Las células huésped pueden cultivarse en matraces
giratorios, matraces agitados, frascos giratorios, reactores por ondas (por
ejemplo System 1000 de wavebiotech.com) ¢ sistemas de fibras huecas pero
para la produccion a gran escala se prefieren reactores con tanque agitado o
reactores en bolsas {por ejemplo Wave Biotech, Somerset, Nueva Jersey
EE.UU.) en particular para los cultivos en suspensidon. Habituaimente los

tanques agitados estan adaptados para contar con aireacion usando por

o4
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ejemplo tubos burbugeadores, deflectores o impulsores de baja cizalla. Para
las columnas con burbujas y los reactores neumaticos puede usarse aireacién
directa con burbujas de aire u oxigeno. Cuando las células huésped se
cultivan en un-medio de cultivo sin suero, aquel puede suplementarse con un
agente protector para las células tal como pluronic F-68 para ayUdar a prevenir
los dafios a las células como resultado del procedimiento de aireacidn.
Dependiendo de las caracteristicas de la célula huésped, pueden usarse o
bien microtransportadores como sustratos de crecimiento para las lineas
celulares dependientes de anclaje o las células pueden estar adaptadas a un
cultivo en suspension (que es lo habitual). El cultivo de células huésped, en
particular de células huésped de vertebrado puede utilizar una variedad de
modos de operacion tales como en lotes, en lotes con alimentacién, en lotes
repetidos (véase Drapeau y cols (1994) Cytotechnology 15 103-109),
procedimiento en lotes extendido o cultivo con perfusion. Aunque las células
huésped de mamifero transformadas por medios recombinantes pueden
cultivarse en medio que contenga suero como suero de ternero fetal (FCS), se
prefiere que dichas células huésped se cultiven en medio sin suero tal y como
se describe en Keen y cols (1995) Cytotechnology 17: 153-163, o medio
disponible comercialmente tal como ProCHO-CDM o UltraCHO™ {Cambrex
NJ, USA), suplementado cuando sea necesario con una fuente de energia tal
como glucosa y factores de crecimiento sintéticos tales como insulina
recombinante. E! cultivo sin suero de células huésped puede requerir que
esas celulas estén adaptadas al crecimiento en condiciones libres de suero.
Una estrategia de adaptacion es un cultive de dichas células huésped en

medio que contiene suero y repetidamente cambiar un 80% del medio de
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cultivo por el medio sin suero de forma que las células huésped aprendan a
adaptarse a condiciones libres de suero (véase por ejemplo Scharfenberg K y
cofs (1995) en Animal Cell technology: Developments towards the 21st century
(Beuvery E.C. y cols editores), paginas 619-623, Kluwer Academic
publishers).

Las proteinas de unidén de antigenos, por ejemplo los anticuerpos, de la
invencién segregadas al medio pueden recuperarse y purificarse del medio
usando una variedad de técnicas para proporcionar un grado de purificacién
adecuado para el uso que se pretenda. Por ejemplo el uso de proteinas de
unién a antigenos terapéuticas, por ejemplo los anticuerpos, de la invencién
para el tratamiento de pacientes humanos habitualmente requiere una pureza
de al menos el 95% segun se determina mediante SDS-PAGE reductora, mas
habitualmente 98% o 99% de pureza, comparada con el medio de cultivo que
comprende las proteinas terapéuticas de unién a antigenos por ejemplo
anticuerpos. Al principio habitualmente se eliminan los desechos celulares del
medio de cultivo usando centrifugacion seguida de una etapa de clarificacion
del sobrenadante usando por ejemplo microfiltracion, ultrafiltracion y/o filtracién
profunda. De forma alternativa, la proteina de union a antigenos, por ejemplo
anticuerpo, puede recolectarse mediante microfiltracion, ultrafiltracion o
filtracién profunda sin centrifugacion previa. Hay disponible una variedad de
otras tecnicas tales como dialisis y electroforesis en gel y técnicas
cromatograficas tales como hidroxiapatita (HA), cromatografia por afinidad
(que opcionalmente conlleva un sistema de marcado por afinidad tal como

polihistidina) y/o cromratograﬁa de interaccidon hidrofoba (HIC, véase el
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documento US 5.429.748). En una realizacién, las proteinas de unidén a
antigenos, por ejemplo los anticuerpos, de la invencién, después de diversas
etapas de clarificacion, se capturan usando cromatografia por afinidad con
Proteina A o G seguida de etapas de cromatografia adicionales tales como
intercambio idnico y/o cromatografia de HA, intercambio de aniones o cationes,
cromatografia de exclusion por tamafio y precipitacién con sulfato de amonio.
Habitualmente, también se emplean diversas etapas de eliminacion de virus
(por ejemplo nancfiltracion usando por ejemplo un filtro DV-20). Tras estas
diversas etapas, se proporciona una preparacion purificada (habitualmente
monoclonal) que comprende al menos 10 mg/ml 0 mas por gjemplo 100 mg/ml
o mas del anticuerpo de la invencidn y por lo tanto supone una realizacién de
la invencién. Una concentracion de 100 mg/ml o superior puede generarse
mediante ultracentrifugacion. De forma adecuada, dichas preparaciones estan

sustancialmente libres de formas agregadas de anticuerpos de |a invencion.

Los sistemas bacterianos estan adecuados en particular para la expresidon de
fragmentos de anticuerpos. Dichos fragmentos estan localizados en el interior
de las celulas o en el periplasma. Las proteinas periplasmaticas insolubles
pueden extraerse y replegarse formando proteinas de acuerdo con
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, véase Sanchez y cols

(1999) J. Biotechnol. 72, 13-20 y Cupit PM y cols (1999) Lett App! Microbiol,
29, 273-277.

3. Composiciones farmacéuticas

Las preparaciones de proteinas de union a antigenos purificadas, por ejemplo

anticuerpos, de la invencidn (en particular preparaciones monoclonal) tal como
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se describe anteriormente, pueden incorporarse @ composiciones
farmaceéuticas para usar en el tratamiento de enfermedades y trastornos
humanos tales como los que se describen anteriormente. Habitualmente
dichas composiciones comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable (es decir inerte) tal y como es conocido y requiere la practica
farmacéutica aceptable, véase por ejemploc Remingtons Pharmaceutical
Sciences, 167 edicién, (1980), Mack Publishing Co. Los ejemplos de dichos
vehiculos incluyen vehiculo esterilizado tal como solucién salina, solucion de
Ringer o solucidn de dexirosa, tamponadas con tampones adecuados tales
como acetato sédico trihidratao a un pH farmacéuticamente aceptable, tal
como a un pH en un intervalo de 5 a 8. Las composiciones farmacéuticas
inyectables (por ejemplo por via intravenosa, intraperitoneal, intradérmica,
subcutanea, intramuscular, intraportal o por administracion local al ojo
mediante aplicacion topica o periocular al ojo 0 inyeccion intravitrea en al 0jo) ©
para infusion continua estan sustancialmente libres de materia particulada
visible y pueden comprender de 1 mg a 10 g de proteina terapéutica de unién
a antigenocs, por ejemplo anticuerpo, habitualmente de 5 mg a 1 g, mas
especificamente de 5 mg a 25 mg o 50 mg de proteina de unién a antigenos,
por ejemplo anticuerpo. Los procedimientos para la preparacién de dichas
composiciones farmacéuticas son notorias para los expertos en la técnica. En
una realizacion, las composiciones farmacéuticas comprenden de 1 mga 10 g
de proteinas terapéuticas de unién a antigenos, por ejemplo anticuerpos, de la
invencion en forma monodosis, opcionalmente junto con instrucciones de uso.
Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden estar liofilizadas

para su reconstitucion antes de Ila administracién de acuerdo con
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procedimientos notorios u patentes para los expertos en la técnica. Cuando las |
realizaciones de la invencién comprenden anticuerpos de la invencién con un
isotipo 1gG1, puede afadirse un quelante de iones metalicos que incluyen
cobre, tal como citrato (por ejemplo citrato sodico) o EDTA o histidina, a la
composicion farmacéutica para reducir el grado de degradacion mediada por
los metales de los anticuerpos de este isotipo, véase el documento
EP0612251. Las composiciones farmaceéuticas también pueden comprender
un solubilizante tal como una base arginina, un detergente/agente contra la
agregaciéon tal como polisorbato 80, y un gas inerte tal como nitrégeno para

sustituir el oxigeno dei espacio superior del vial.

Las dosis eficaces y las posologias para administrar la proteina de unién a
antigenos, por ejemplo el anticuerpo, de la invencién generalmente se
determinan de forma empirica y dependen de factores tales como la edad,
peso y estado de salud del paciente y la enfermedad o trastorno a tratar.
Dichos factores estan dentro del alcance del médico a cargo. Las directrices
para seleccionar las dosis apropiadas pueden encontrarse por ejemplo en
Smith y cols (1977) Antibodies in human diagnosis and therapy, Raven Press,
Nueva York pero en general seran de 1 mg a 10 g. En una realizacidn, la pauta
para tratar a un paciente humano es de 1 mg a 1 g de anticuerpo terapéutico
de la invencién administrados por via subcutdnea una vez a la semana o cada
dos semanas, o mediante infusion intravenosa cada 1 ¢ 2 meses. Dicha daosis
corresponde a 0,014-140 mg/kg, tal como 0,014-14 mg/kg. Las composiciones

de la presente invencidn también pueden usarse de forma profitactica.
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Las composiciones también pueden administrarse de forma mas local al ojo o
mediante ap.licacién topica, o por inyeccién intravitrea o por administracion
periocular, es decir bajo la esclerética mediante inyeccion retrobulbar,
peribuibar, subtenon o subconjuntiva. La administracion sistémica puede ser
suficiente para lograr una reduccion drusen mediante una administracion
pasiva, por ejemplo intravenosa del anticuerpo terapéutico. Otras vias de
administracion local pueden permitir al anticuerpo terapeutico alcanzar el
segmento posterior del ojo mas facilmente a dosis menores. Se ha descrito la
aplicacién tépica para permitir la penetracion de fragmentos de anticuerpos la
parte posterior del ojo en el modelo de conejo, (Williams KA, Bereton HM,
Farrall A, Standfield SD, Taylor SD, Kirk LA, Coster DJ (2005) Eye 19; 910-
913). Se ha descrito la inyeccidn intravitrea de los fragmentos de anticuerpos o
de anticuerpos monoclonales completos y los pacientes de AMD la toleran bien
para los productos ranibizumab y bevacizumab. E| anticuerpo terapéutico
también puede administrarse mediante un implante intravitreo. Las inyecciones
retrobulbares y peribulbares pueden lograrse con agujas especiales de calibre
23 a 26 y son menos invasivas que las inyecciones intravitreas. La inyeccién
subtenon coloca la composicidon en contacto con la esclerética durante un
periodo mas prolongado que podria ayudar a la penetracidn a la parter
posterior del ojo. La inyeccidn de proteinas justo debajo de la conjuntiva se ha
descrito en modelos de conejo y esto permite que las moiéculas se difundan
de una forma mas directa a través de la esclerdtica para alcanzar el segmento
posterior del 0jo. Los sistemas de administraciéon de farmacos de liberacion
mantenida pueden usarse también de forma que permitan liberar el material

durante un intervalo de tiempo mayor al interior o alrededor del ojo de forma
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que la administracion pudiera ser menos frecuente. Dichos sistemas incluyen
micelas, geles, hidrogeles, nanoparticulas, microcapsulas o implantes que
pueden estar rellenos o recubiertos con composiciones terapéuticas. Estos
pueden administrarse al cristalino ocular mediante inyeccion o por cualquiera
de las otras vias menos invasivas descritas anteriormente, es decir por la via
periocular o subesclerética. Los ejemplos de dichos sistemas de liberacion
mantenida y vias de administraciéon local incluyen hidrogeles de liberacion
lenta termosensibles para la administracion subesclerética o intravitrea de una
formulacién con base de nanoparticulas dirigida a la retina posterior y a la capa
RPE (Janocira KG, Gunda S, Boddu SHS, Mitra AK, (2007) Expert Opin Drug
Deliv 4: 371-388; Birch DG, Liang FQ, (2007) Int J Nancmed 2:65-77). Son
posibles muchas otras combinaciones de sistema de administraciéon y via de
administracion local y podrian considerarse para Jlas composiciones de
anticuerpo terapéutico. Un anticuerpc también puede administrarse mediante
un dispositivo fisico tal como mediante iontoforesis (Association for Research
in Vision and Ophthalmology, 2008, Annual meeting, 27 de abril — 1 de mayo,
Ponencias n.° 98/A125 y n.° 1813/D693 de EyeGate Pharma: Blalock y cols., &

Ruiz-Perez y cols).

4. Usos clinicos.

Se apreciara que las enfermedades que se caracterizan por niveles de pB-
amiloide o depdsitos de B-amiloide elevados incluyen enfermedad de
Alzheimer, deficiencia cognitiva leve, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con B-amiloidosis de tipo Holandés, angiopatia B-amiloide cerebral

y diversos tipos de demencias degenerativas, tales como las asociadas a la

1B
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enfermedad de Parkinson, paralisis supranuclear progresiva, degeneracion

basal cortical y enfermedad de Alzheimer de tipo con cuerpos de Lewis .

difusos, degeneracién macular senil (AMD), enfermedades de "tipo Glaucoma’

y formacion de cataratas dependiente de AB.

En una realizacién de la invencion, la enfermedad que se caracterizan por
niveles de B-amiloide o depédsitos de B-amiloide elevados es la enfermedad de

Alzheimer.

En una realizacién adicional de la invencidn, la enfermedad que se
caracterizan por niveles de B-amiloide o depositos de B-amiloide elevades es
degeneracidn macular senil (AMD), enfermedades de "tipo Glaucoma” vy

formacion de cataratas dependiente de AR.

Aunque ia presente invencidn se ha descrito principalmente con relacion al
tratamiento de enfermedades o trastornos humanos, la presente invencién
también puede aplicarse en el tratamiento de enfermedades o trastornos

similares en mamiferos no humanos.

Ejemplos

Métodos

ABI8200 Sistema de deteccion celular macro confocal por
fluorescencia para FMAT de Applied Biosystems
8200

Biacore™/Biacare Un dispositivo gue permite la medicion de la

14
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cSLO
ELISA
FMAT

FPLC

IHC

Integra CL1000
Biosciences
MSD®

ProSepA HiTrap

RU

SDS-PAGE

SPR
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cinética en tiempo real de las interacciones

moleculares usando SPR

Chip sensor de Biacore™ con una superficie para
usos variados recubierta con una matriz de
dextrano carbeximetilado

Oftalmoscdpico laser de barrido confocal

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
tecnologia de ensayo fluorométrico en
microvolumen {Applied Biosystems)

cromatografia liquida rapida de proteinas
Inmunohistoquimica

Mini-biorreactores comercializados por IBS Integra

Meso Scale Discovery

Columnas de Proteina A para FPLC que
comercializa GE Healthcare

Unidad de resonancia (unidad arbitraria para
cuantificar la union a un chip sensor en mediciones
en Biacore)

electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico

(resonancia de plasmoén superficial) — fenémeno
fisico que emplean los aparatos Biacore™ para la

medicion de los cambios en la masa del chip sensor
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SPSS
SRU SRUBIND™

Materiales

BSA
C57/BL6

DAB
DAPI
DMEM
DMSO
DTT
EDTA
FA
FCS
FITC

Glutamax

HEK
Tampoén de HBS-EP
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paquete de software de analisis estadistico
Tecnologia de biosensores que permite controlar

las interacciones bioguimicas sin marcadores

albumina de suero bovina

"C57 black 6" - cepa enddgama habtiual de ratones
de laboratorio

3,3'-diamincbencidina

4' 6-diamidino-2-fenilindol

medio Eagle modificada por Dulbecco

sulféxido de dimetilo

ditiotreitol

Acido etilendiaminatetracético

acido formico

suero de ternero fetal

isotiocianato de fluoresceina

forma estable de glutamina que se afade al medio
de cultivo (suplemento dipeptidico L-Ananil-L-
Glutamina)

celulas renales embrionarias humanas 293

Tampon Biacore™ para usos variados que contiene

HEPES 0,01 M a pH 7,4, NaCl 0,15M, EDTA 3 mM,

tensioactivo P20 al 0,005%
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HEPES
Histoclear
HRP

IMSV

Lipofectamina

NaCl
Opti-MEM

PBS
PFA
PEG
PPD
PRF F12
RIBI

RT-PCR

TASTPM

TBS

Transfast

Tris HCI
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acido N-{2-hidroxietil)piperazin-N'-(2-etanosulfénico)

agente clarificador tisular

peroxidasa de rabano

licor metilado industrial

agente de transfeccion basado en lipido catiénico

que comercializa Invitrogen/Gibco

cloruro sodico

medio basado en el medio de Eagle modificado de

Invitrogen/Gibco

solucién salina tamponada con fosfato

paraformaldehido

polietilenglicol

derivado de proteina purificado

medio sin rojo de fenol con Nutrient Mixture F-12

adyuvante antigénico con base de emulsion de

aceite en agua

reaccion en cadena de |a polimerasa con

transcripcién inversa

cepa de ratones doblemente transgénica creada por
el cruce de ratones Swedish con mutaciéon APP635
(TAS10) con una cepa PS-1M146V (TPM)

solucion salina tamponada con TRIS

agente de transfeccién liposémico que comercializa

Promega

clorhidrato de tris-(hidroximetil)aminometano
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Tween-20

Versene

Abreviaturas

AMD
APP
BM
CFH
CFlI
CHO
CNV
CPM
CSF
ICV

i.p.
hAPP
HIER
HVT
KD
NDS
MO
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monolaurato de polioxietilensorbitan

agente de quelacion de iones metdlicos (acido

etilendiaminatetraacético)

degeneracién macular senil

proteina precursora amiloide
membrana de Bruch

factor de complemento H

factor de complemento |

células de ovario de hamster chino
necvascularizacion de las coroides
recuentos por minuto

fluido cerebrospinal
intracerebroventricular
inmunoglobulina gamma
intra-peritoneal

proteina precursora amiloide humana
recuperacion de antigenos inducida térmicamente
voluntario sano

constate de disociacion en el equilibrio
suéro de burro normal

meses de edad

43
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MRT tiempo de permanencia medio
0s segmentos exteriores
RPE células epiteliales de pigmento retiniano

Generacion de anticuerpos monoclonales de raton especificos para beta

amiloide humano

Un conjunto de ratones se inmunizaron inicialmente con el péptido
CGGGNKGAIIGLMVGG (que contiene los restos 27-38 de B-amiloide) (SEC
ID N.°: 7) acoplado en el extremo N a PPD. La respuesta inmunitaria de estos
ratones se evalud tomando una muestra de suero y analizandola en un ELISA
con conjugados de ovoalbumina del mismo péptido para determinar la
valoracién de anticuerpos para los ratones inmunizados. Solo se observaron
respuestas débiles. En otro experimento se inmunizé un conjunto de ratones
con 10 pg del péptido CGGGEDVGSNKGAIIGLMVGG (que contiene los restos
22-38 de B-amiloide) (SEC ID N.%. 73) conjugado a PPD acoplado en el
extremo N (derivado de proteina purificado, Cambridge Research
Biochemicals) en adyuvante RIBI por via intraperitoneal. La respuesta
inmunitaria de estos ratones se evalué de nuevo tomando una muestra de
suero 7 dias después de cada refuerzo y analizandola en un ELISA del mismo
péptido para determinar la valoracién de anticuerpos para los ratones
inmunizados. Una vez los ratones hubieron alcanzado una respuesta optima
(basandose en un analisis comparativo de la valoracion de los anticuerpo en
las dos ultimas muestras de suero) reforzando con 2,5 pg de conjugado

peptidico, se sacrificd al ratén con la mejor valoraciéon de anticuerpos y se
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extrajo el bazo para la generacidn de hibridomas. Los hibridomas se generaron
obteniendo las células de bazo y fusionandolas con células de mieloma
usando metodologia con PEG {polietilenglicol). La poblacion de células mixtas

resultante se plaqueo despueés en placas de cultivo celular de 96 pocillos.

Cada uno de los anticuerpos expresados contenido en el sobrenadante del
cultivo se tamizd después en un inmunoensayo homogéneo de FMAT
(Tecnologia de ensayo en microvolumen por fluorescencia). Se identificaron 29
anticuerpos positivos en esta cascada de tamizado que dieron negative para la
proteina ovoalbumina absorbida de forma pasiva sobre perlas de poliestireno
pero dieron positivo para;

(i) conjugado de ovoalbumina acoplado en el extremo N a

CGGGEDVGSNKGAIIGLMVGG (22-38) (SEC ID N.°; 73) unido a perlas

de poliestireno,

(i) péptide B-amiloide (1-40) biotinilado en el extremo N unido a perlas

de poliestirenc recubiertas con estreptavidina,

(i) peptido B-amiloide (1-40) biotinilado en el extremo C unido a perlas

de poliestireno recubiertas con estreptavidina y

(iv) péptido B-amiloide (24-34) bictinilado en el extremo N, donde los restos 24-
34 de B-amiloide gue son VGSNKGAIIGL (SEC ID N.° 8), estan unidos a

perlas de poliestireno recubiertas con estreptavidina.

Las muestras de sobrenadante con anticuerpos seleccionadas se analizaron

para determinar la cinética de la union al péptido B-amiloide (1-40) tal como se

detalla mas adelante.

145
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Determinacion de las velocidades de disociacion de la interaccion de

union (kd) usando un ensayo de resonancia de plasmon superficial

Se usd un instrumento Biacore A100 para proporcionar la cinética de la
velocidad de disociacidon para la interaccién de los 29 anticuerpos
seleccionados con B-amiloide (1-40). Para esto, se derivaron cubetas de flujo
de un chip sensor Biacore con estreptavidina con niveles bajos B-amiloide (1-
40) biotinilado en el éxtremo N. Se generaron tres curvas para cada muestra
de anticuerpo y se introdujeron en ecuaciones de velocidad para obtener las
velocidades de disociacién. Para los 12 clones no fue posible establecer un
clasificacién en base a la velocidad de disociacion porque no era posible medir
la velocidad de disociacion con las condiciones experimentales elegidas. Sin
embargo, en estas condiciones, los 12 clones mostraron una velocidad de

disociacion (kd) de al menos 107

ELISA de union de -amiloide humano

Los 29 anticuerpos contenidos en los sobrenadantes de los hibridomas
identificados anteriormente se volvieron a analizar para determinar su union a
B-amiloide (1-40) humano mediante ELISA. Para lograr una comparacion
valida, se determino la concentracion del anticuerpo contenido en los
sobrenadantes del cultivo usando un ELISA de cuantificacién de lgG. Para
determinar el isotipo del anticuerpo funcional a B-amiloide humano, se llevo a
cabo un ELISA de unién usando un conjunto de anticuerpos de deteccion
especificos de isotipo. Los 29 anticuerpos se unian a B-amiloide (1-40)
humano en este formato de ELISA. Los isotipos para cada clon de anticuerpo

unido podrian identificarse mediante el anticuerpo secundario especifico de
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isotipo que se usaba contra IgG1, 1gG2a o 1gG2b. En un casc se observé una

mezcia de isotipos funcionales.

Mapeo de epitopos mediante ELISA usando péptidos superpuestos

Los epitopos reconocidos por los 29 anticuerpos que se seleccionaron a partir
del tamizado primario y contenidos en los sobrenadantes del hibridoma se
mapearcn mediante ELISA usando un conjunto de 31, péplidos 12-meros
superpuestos que cubrian la secuencia completa del péptido B-amiloide 1-42.
Todos los péptidos contenian un enlazador de 3 aminoacidos en el extremo C

(glicina-serina-glicina) y un resto lisina biotinilade en el extremo.

Se recubrieron placas de inmunoensayo de 96 pocillos toda la noche a 4 °C
con 100 yl de estreptavidina a 0,5 ug/pocillo (Sigma) en agua destilada. Se
lavaron las placas tres veces (PBS/0,01% de Tween 20) y los pocillos se
bloguearon con 250 pl/ pocillo de BSA al 3% en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces y se anadieron 100 pl
de soluciones de péptidos (0,5 pg/pocillo en 1% de BSA 0,1% de Tween 20 en
PBS) a pocillos triplicados, durante 3 horas a temperatura ambiente. También
se prepararon pocillos de control dnicamente con DMSO. Las placas se
lavaron tres veces y se afadieron 100 pl de los 29 sobrenadantes de
hibridoma (diluidos 1/20 en 1% de BSA/ 0,1% de Tween 20) a todos los
pocillos y se incubd a 4 °C toda la noche. Las placas se lavaron tres veces y
se afiadi6 conjugado de anticuerpo contra IgG de ratén y peroxidasa de rabano
(Amersham, diluido 1:2000 en 1% de BSA, 0,1% de Tween 20 en PBS) a 100

pl/pecilio. Las placas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente,
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se lavaron tres veces, y la union del anticuerpo de deteccién se revel6 usando
100 l/pocillo de sustrato de tetrametilbencidina (Sigma) durante
aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente controlando el desarrolio
de color azul. La reaccidn se termind y la densidad éptica se leyo para cada
pocillo a 450 nm.

Todos los anticuerpos se unian a una region muy similar que contenia el
motivo KGAIIGLM {equivalente a los restos 28-35 de B-amiloide) (SEC ID N.°;
9).

Cinética de union determinada mediante ensayo de resonancia de

plasmaén superficial

Se evaluaron las afinidades de unién por B-amiloide y la cinética de 8
anticuerpos monoclonales que se seleccionaron a partir del conjunto de 29 en
mas detalle usando tecnologia Biacore 3000. Las preparacicnes de
anticuerpos de ratdn purificadas se capturaron sobre una superficie de chip
con anticuerpo policlonal contra 1gG de ratén. Se diluyd B-amiloide 1-40
humano preparado reciente con tampén de HBS-EP y se hizo pasar sobre la
superficie con anticuerpo capturado a concentraciones que variaban en el
intervalo de 4-500 nM durante 5 minutos. La disociacion después de la
inyeccién se observd durante otros 20 minutos mas. La regeneracion se logré
mediante un toque de H3PO4 100 mM. Se demostré que los posteriores ciclos
de captura de anticuerpo y unién a B-amiloide no se veian afectados por la
regeneracion. Todos los experimentos incluian una doble referencia con una

superficie de blanco y con inyecciones de tampdén de blanco. Los datos

obtenidos se muestran en ia Tabla 2.
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Tabla 2 - Datos de afinidad y cinética por Biacore para ocho anticuerpos
purificados seleccionados; los valores de KD que se muestran son de un

experimento

ka kd KD

mAb
(Ams) | (rs) | (nm)
2C1 6,63e4 [ 1,29e-4 | 1,95
5C9 6,11e4 1 1,64e-4| 2,69
4D4 7,32e4 1827e-5]1 1,13
5D1 57ed4 |147e-4] 2,57
6F6 1,06e5 | 6,57e-5| 0,62
14B3 7.48e4 [ 7,11e-5| 0,95
2E11 845e4 | 1,7e-4 | 2,01
16D4 8,12e4 | 6,18e-4 | 7,62

Los resultados mostraron que las afinidades de los 8 anticuerpos
monoclonales eran comparables aunque 16D4 mostré una afinidad al menos
de 12 a 2,5 veces menor que los otros clones. Las diferencias en los valores
de KD entre los 7 anticuerpos restantes en este experimento eran de hasta 4,4
veces. Dos de estos clones, 5D1 y 6F6, se seleccionaron para realizar estudio

a mayor escala y se analizaron por triplicado. Estos datos se muestran en la

Tabla 3.

Tabla 3 - Datos de cinética y afinidad por Biacore para anticuerpos
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monoclonales purificados 6F6 y 5D1 (experimento por triplicado)

ka kd KD
mAb
(1/Ms) (1/s) (nM)
5D1 6,58e4 1,35e-4 2,05
(n=3) $0,38e4 +0,10e-4 10,15
6F6 9,93e4 9,4e-5 1,02
(n=3) 10,93e4 13,2e-5 10,41

El mismo procedimiento por Biacore se usé también para investigar la unién de
6F6 a B-amiloide (1-40) y B-amiloide (1-42) humanos y murinos. El 6F6 se unid

a todos estos péptidos con valores similares.

Union a proteina precursora amiloide expresada en células (APP)

El B-amiloide esta compuesto por péptidos formados por escisiéon proteolitica
de una proteina precursora transmembrana de - tipo | denominada proteina
precursora amiloide (APP). Dado que la APP tiene un gran dominio
extracelular, la unién a esta proteina podria potencialmente iniciar una

reaccion de citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC).

Ensayo con base de FMAT™ ABI8200

Se uso tecnologia de ensayo en microvolumen fluorométrico (FMAT, sistema
de deteccidon celular 8200) para realizar un ensayo de union con base celular a
una proteina precursora amiloide expresada en células HEK 293T con los 8

anticuerpos seleccionados anteriormente. Las células HEK293T, o bien con
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transfeccion simulada o transfectadas con un plasmido que codifica APP
humana de longitud completa se recolectaron 48 horas después de la
transfeccion. Las células transfectadas se incubaron con diversas diluciones
de los sobrenadantes de los hibridomas o con anticuerpos de control positivos
LN27 (Zymed) IgG de ratéon contra el dominio extracelular de APP y un
anticuerpo de control negativo que sdlo reconoce el extremo N libre del péptido
B-amiioide (reactivo del laboratorio). La unién de los anticuerpos se reveld
usando FMAT azul marcado contra anticuerpo de ratén y se detectd usando el
sistema de deteccion celular 8200. Las sefales de fondo obtenidas de las
células con transfeccion simulada se restaron de las células transfectadas con
APP. 7 clones no mostraron union a APP expresada en células HEK293T
comparadas con el anticuerpo monoclonal de control positivo LN27. Al estudiar
los resultados con las células HEK293T con transfeccién simulada un clon
(5C9) mostré indicios de unidén no especifica a las células HEK293T haciendo

dificil 1a interpretacion de la capacidad de unién a APP de este clon particular.

Unién a proteina precursora amiloide (APP)} en cortes de cerebro de

ratones transgénicos

Se investigaron cortes de cerebro de 2 ratones TASTPM de dos meses de
edad (Howlett y cols. 2008) o de ratones TAS10 de 12 meses de edad
mediante IHC. Los cortes se trataron con acido férmico al 85% y se tifieron
para detectar la unién a APP de longitud completa. A la edad elegida, los
ratones respectivos no muestran depodsitos de placas de amiloide aunque parte

de la tincién puede deberse a que el amiloide intracelular sea accesible al usar
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esta técnica. El 6F6 no mostrd tincidn en estos cortes mientras que un

anticuerpo de control para APP de longitud completa (Zymed) si mostré tincion.

ELISA de unién a -amiloide humano en forma de fragmento Fab

Se generd un fragmento Fab de 6F6 mediante escisién con proteasas estandar
usando papaina inmovilizada sobre perlas (Pierce n.° 20341). Se realizé un
ELISA para determinar su union a péptido AR (1-40) humano inmovilizado en
una placa de ELISA con fragmentos Fab de la IgG 6F6 purificados. El
resultado de un unico experimento ELISA mostrdé que un fragmento Fab de

6F6 todavia es capaz de unirse a un péptido AR (1-40).

Unién de 6F6 a amiloide humano nativo en muestras de plasma de

voluntarios humanos

Se extrajo sangre completa de voluntarios sanos (HVT) en un tubo K2 EDTA
mediante venopuncién y el tubc se metid en hielo de forma inmediata. La
muestra de sangre se proceso en 30 minutos centrifugando a 2000 x g durante
15 minutos a 4 °C para obtener el plasma. Después se afadio inhibidor de
proteasas (Roche Complete Protease Inhibitor cocktail, n.¢ de cat.: 11 973 580
001, Roche Applied Science) al plasma de acuerdo con las instrucciones del

fabricante. Las alicuotas de plasma se congelaron después a menos de -70 °C

antes de analizar.
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El ensayo usé 6F6 como anticuerpo de captura en un formato de
inmunoensayo ECL en 96 pocillos (Meso Scale Discovery, MSD). De forma
resumida, el 6F6 se recubrid en puntos sobre una placa de MSD de 96
pocillos; después se afadieron muestras (ensayo de calibrado, control
negativo, QC y muestras de prueba). Tras la incubacion, el material no unido
se elimino por lavado y el anticuerpo de deteccion (4G8 bictinilado, (especifico
para el epitopoc de B-amiloide 17-24)) se aplicd después para incubar. Esto
vine seguido de la adicion de estreptavidina-sulfo-TAG después de lavar. Al
final de esta incubacién, se aplicé una etapa de lavado. La adicién de tampdn
de lectura T de MSD a la placa permitid leer una sedal
electroguimioluminiscente en el MSD Sector Imager 6000. La concentracién de
analito se calculd a partir de la sefial de MSD usando una curva estandar de
ensayo establecida con concentraciones conocidas de A1-42. El limite inferior

de cuantificacidn para el ensayo era de 78,1 pg/ml.

La Tabla 4 resume las concentraciones de AR de 10 muestras de plasma de
voluntarios sanos medidas mediante el ensayo con anticuerpos 6F6-4G8

descrito anteriormente. Todas las muestras se analizaron por duplicado.
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Tabla 4. Concentracién de AB en muestras de voluntarios sanos medida

mediante anticuerpos contra 6F6-4G8

Muestra Rep1 Rep2 Media

HVT1 695,780 653,251 674,517
HVT2 602,650 596,211 599,431
HVT3 685,350 684,026 684,688
HVT4 660,760 653,754 657,259
RHVTS 629,980 582,975 606,478
HVT6E 524,470 517,987 521,230
HVT7 681,420 678,834 680,175

HVT8 618,910 579,181 599,045
HVTY 616,190 605,367 610,779
HVT10 1029,050 847,771 988,413

Media 662,202
DT 125,153

Union a A1-42 en condiciones naturales v desnaturalizantes mediante

transferencia western

Se investigoé el anticuerpo monoclonal 6F6 purificado para determinar su union
a diversas formas de AB1-42 y se analizd en SDS-PAGE natural o
desnaturalizante. AR 1-42 se uso o bien de preparacion reciente o pretratado
toda la noche con PRF F12 a 4 °C, toda la noche en PBS a 37 °C o toda la
noche en HCI 10 mM a 37 °C. Las preparaciones se separaron mediante SDS-
PAGE y se analizaron mediante transferencia Western usando el anticuerpo
B6F6 o 6E10 (anticuerpo especifico para AR 1-16 humano; reactivo comercial,
Eurogentec) y 5G5 (anticuerpo especifico para ABR1-42; reactivo propio). Los
resultados mostraron que en los geles naturales 6E10 reconoce formas

superiores de amiloide mientras que 6F8 y 5G5 unicamente mostraron una
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senal relativamente débil contra estas formas oligoméricas y fibrilares. En
condiciones desnaturalizantes, 6F6 y 5G5 de forma predominante
reconocieron formas monoméricas de beta amiloide mientras que 6E10
especifico del extremo N fue todavia capaz de unirse a agregados superiores
de beta amiloide que no se resolvieron mediante l|as condiciones de
desnaturalizacidon que se usaron en este experimente Fig. 1). En conclusién
esto indica que en estas condicicnes y usando las preparaciones de amiloide
que se describen anteriormente 6F6 se une con preferencia a las formas de

menor peso molecular y a los mondmeros de AR1-42.

Mapeo de epitopos mediante ELISA de anticuerpo monoclonal 6F6

purificado

Se usd anticuerpo monoclonal 6F6 purificado para repetir el mapeo de
epitopos descrito anteriormente mediante ELISA. El protocolo que se utilizo
era el mismo salvo que se afiadieron 100 pl de solucién de -anticuerpo

purificado diluido (0,1 pg/ml en 1% de BSA) en lugar de sobrenadante de

cultivo de hibridomas.

El anticuerpo monoclonal 6F6 purificado se unid al motivo KGAIIGL
(equivalente a los restos 28-34 de B-amiloide) pero la unidén se potenciaba
muche si se incluia el resto 35M en el péptido (equivalente a los restos 28-35
de B-amiloide; (SEC ID N.°: 9)). No pueden excluirse contribuciones menores

de los restos proximos usando técnicas de mapeo de epitopos superpuestos.
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Mapeo de epitopos mediante resonancia de plasmoén superficial del

anticuerpo monoclonal 6F6

El anticuerpo monoclonal 6F6 purificado se inyectd durante 3 minutos a 8-64
nM sobre péptidos biotinilados en el extremo C que representaban 24-35 (SEC
ID N*= 100 VGSNKGAIGLMGSG), 28-39 (SEC ID N°% 11
KGAIIGLMVGGVGSG) y 31-42 (SEC ID N.% 12: IGLMVGGVVIAGSG) de la
secuencia de B-amiloide capturada mediante un chip sensor recubierto. con
estreptavidina. El experimento se realizdé usando un aparato Biacore 3000. Los
resultados mostraron que 6F6 era capaz de unirse al péptido 24-35 y 28-39
pero no ai péptido 31-42 de B-amiloide, lo que confirma los resultados con
péptidos superpuestos anteriores. También puede indicar que los restos 31-35
no son suficientes para su union a 6F6 y los restos mas alla de la posicion 35

parecen no estar implicados en la union de este anticuerpo.

Efecto de la administracion intravenosa de los anticuerpos monoclonales

6FB6 y 5D1 contra B-amiloide sobre los niveles de amiloide en sangre tras

la administracion central de amiloide

E! objetivo de este estudio era investiga los niveles de radioactividad en sangre
tras la inyeccion intracerebroventricular (ICV) de '*°l (1uCi) de B-amiloide 1-40,

en ratones a los que previamente se les habia inyectado el anticuerpo de

prueba.

Se administrd ' (1uCi) de B-amiloide 1-40 a ratones C57BL6/J macho
canulados ICV (n=8-10 por tratamiento) mediante infusion ICV. Una hora antes

de la infusion ICV de '*°| de B-amiloide 1-40, se les inyectd a los ratones o bien
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solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o 600ug de anticuerpo
monaoclonal contra B-amilcide 6F6 o 5D1 por via intravenosa. Los animales se
devolvieron a sus jaulas después de la infusién ICV y a las 4 horas de la
infusién ICV se sacrificaron y se tomaron muestras de la sangre y se

detectaron los recuentos por minuto (CPM) de radiacion gamma.

Preparacion guirurgica.

Se anestesio a los ratones mediante inhalacién de isofluorano (3-5%) y se
posicionaron en un marco estereotaxico. Antes de los -procedimientos
quirurgicos, los ratones recibieron 0,05 mi (dilucién 1:1'0 de solucién madre) de
vetergesic® subcutaneo (Buprenorfina) como analgésico. Se practicd una
incisién en |a linea media del cuero cabelludo y el aspecto dorsal del craneo se
limpid y se secd. Se introdujo una canula en el ventriculo lateral mediante un
agujero taladrado en el craneo a las siguientes coordenadas estereotaxicas
relativas al temporal (anterioposterior (AP): -0,5 lateral (L); +0,7 dorsal/ventral
(DV): -2,5). Se taladraron otros dos agujeros a través del craneo en los que se
introdujeron tornillos corticales. La canula se anclé para que no se moviera
mediante un gel de cianoacrilato y la incision se suturd alrededor del tapén
superior de gel de cianoacrilato. Tras la operacion los ratones recibieron 0,3 ml
de solucion salina por via subcutanea y se dejaron en un entorno caliente para
que se recuperaran de la anestesia. Cuando se incorporaron de nuevo, l0s
ratones se alojaron de uno en uno y se sometieron a 5 dias de cuidados
postoperatorios estandar. No se realizé ningin otro procedimiento durante 5

dias o hasta que volvieron al peso anterior a la operacion.
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Colocacion de la canula

Después de la recuperacién, se verificéd la colocacidn de la canula mediante la
respuesta a la angiotensina Il de ingestién de agua. Cada ratdn recibid la
administracién ICV de 100 ng de angiotensina Il. Despues de la

administracién, se observo la ingestion de agua durante 15 minutos.

Resultados
Se observd un aumento significativo de la radioactividad en fa sangre de los

animales a los que se les administré ambos anticuerpos monaclonales 6F6 y

5D1 comparados con los animales a los que se les administrd vehiculo

presumiblemente debido a la capacidad de unirse a B-amiloide radiomarcado
en circulacion y extendiendo asi la semivida en sangre del péptido B-amiloide
1-40 marcado. Las diferencias entre los anticuerpos monoclonales no fueron
significativas. El tratamiento con 6F6 y 5Dt provocd un aumento
estadisticamente significativo de CPM comparade con el control de vehiculo
inyectado — (CPM: vehiculoc 1280 +/- 312, 5D1 8152 +/- 2001, 6F6 8875 +/-
2123) Univariate ANOVA, F (3,32) = 15,14 p<0,001 (los datos se han
convertido a logaritmicos), prueba LSD post-hoc ***p<0,001 todos los grupos

comparados con el vehiculo.

Investigacion de la farmacocinética de la formacion del complejo de 6F6 y

amiloide en cobayas

El objetivo de este estudio era determinar ia formacién de complejos de
anticuerpo y B-amiloide in vivo en cobayas que tienen una secuencia de

aminoacidos de B-amilcide idéntica a |la de los seres humanos. Esto se logré

4%



20

25

-99-

midiendo la concentracién de anticuerpos libres y los complejos de anticuerpo

y B-amiloide en diversos tiempos durante un periodo de 19 dias.

Procedimiento

Se prepard quirdrgicamente a cobayas Dunkin-Hartley macho, anestesiados
con isofluorano con una canula doble en la vena yugular. Las cobayas
canuladas recibieron una infusidén intravenosa de anticuerpo 6F6 (n = 6)
durante 1 hora. Se administraron preparaciones de anticuerpo purificado en
soluciéon de PBS a 0,700 y 0,625 mi/kg/h, respectivamente para lograr una
dosis diana de 3 mg/kg. Se extrajeron muestras de sangre (60 pl) de cada
cobaya antes de la administracion (0 min.) y se introdujeron en tubos de EDTA
en los siguientes tiempos ('durante 20 dias) después de iniciar la infusién: 15,
30, 45, 60 (iv sin infusién), 90, 120, 180, 360 min, 8, 10, 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168, 192, 216, 240, 264, 312, 360,408 y 456 h.

Se tomaron muestras grandes (0.5 ml) a las 0, 10, 96, 216, 312 y 456 h
después del inicio de la infusién. Después de la ultima muestra de sangre el
dia 20, se anestesi¢ a los animales y se extrajo la sangre. Las muestras de
plasma se almacenaron a -80 °C hasta su analisis por ELISA. Se evaluaron los
niveles de anticuerpos libres mediante ELISA de union de antigenos usando
placas de microtitulacion recubiertas con B-amiloide 1-40. Se afadieron
muestras de plasmade 0, 10 h, 96 h, 196 h, 312 h y 456 h a estos pocillos y el
anticuerpo monoclonal 6F6 unido se detectd usando conjugado de 1gG-HRP
contra ratdn. Los complejos de -amiloide y anticuerpo se detectaron mediante

captura en placas recubiertas con anticuerpo policlonal especifico del extremo
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C de B-amiloide 42. Los complejos capturados se detectaron mediante el
anticuerpo monoclonal 6F6 con conjugado de biotina contra 1gG de raton y

kriptato de europio con estreptavidina.

Resultados

Los niveles de anticuerpos libres aumentaron rapidamente tal y como era de
esperar después de la administracion IV (intravenosa) pero también bajaron
muy rapidamente durante el primer periodo de 24 horas. Los niveles
alcanzaron un nivel estable aproximadamente a las 160h. Los resultados
muestran una velocidad de aclaramiento en ratén de 1,75 mlh/kg para el

anticuerpo 6F6 y un tiempo de permanencia medio (MRT) de 49,4 h.

Los niveles de complejo también aumentaron rapidamente después de la
administracién de anticuerpo y los niveles de complejos medios permanecieron
estables a ese nivel durante el resto del estudio. Sin embargo, los animales
individuales mostraron una variacion considerable. En aigunos animales los
niveles de complejo disminuyeron, en algunos animales los niveles de
complejo aumentaron pero en la mayoria de los casos los niveles estuvieron
estables desde aproximadamente el tiempo de 216 h en adelante. El
experimento mostré que pueden formarse complejos con amiloide equivalente
humano in vivo y que el nivel de complejos no cambia durante un periodo de

tiempo prolongado en plasma tras la administracién de una unica dosis.
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Estudio de administracion de 6F6 durante 4 semanas en ratones

transgénicos TASTPM

Los ratones transgénicos (tg) que hiperexpresan la proteina precursora
amiloide humana (hAPP) proporcionan un modelo de amiloidosis y son
adecuados para estudiar la influencia de los farmacos sobre la produccién,
captura y deposicion de amiloide. Para este estudio se usaron ratones
TASTPM transgénicos que hiperexpresaban la proteina precursora amiloide
humana y una forma mutante de presenilina 1 {(cepa de ratones doblemente
transgénicos creados por el cruce de ratones Swedish con la mutacidn
APP695 (TAS10) con una cepa PS-1M146V (TPM) (Howlett y cols. 2008). El
estudio se realizé en ratones machos y hembras de aproximadamente 10

semanas de edad.

Los animales estaban en tres grupos de tratamiento:

Grupos de tratamiento:;

(A) Animales tg se sacrificaron el dia 1 sin recibir compuesto para determinar
los niveles de amiloide a! inicio del estudio (n=16; 9 machos, 7 hembras)

(B) Animales tg que recibieron vehiculo (PBS) mediante inyeccion
intraperitoneal dos veces a la semana durante 4 semanas (n=19; 9
machos, 10 hembras)

(C) Animales tg que recibieron 6F6 300 g por ratdn mediante inyeccion

intraperitoneal dos veces a ia semana durante 4 semanas (n=19; 9

machos, 10 hembras)
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Los animales se dividieron en 3 grupos de tratamiento iniciando el tratamiento

con una semana de diferencia.

Las muestras de sangre se tomaron antes de la 2% 42 6% y 8° dosis en 3
animales macho y 3 hembra por grupo de tratamiento mediante extraccion de
la vena caudal. Se prepararon muestras de plasma en EDTA de todes los
grupos el dia 1 (Grupo A} 0 4 semanas después de la primera dosis (grupos B
y C). Se tomaron los hemisferios izquierdo y derecho, se congelaron de forma
dltrarrapida y se almacenaron a -80 °C hasta el posterior analisis para
determinar los niveles bioquimicos de amiloide. También se realizaron

extracciones de la cola y se usaron para confirmar el genotipo.

Determinacion de la carga de amiloide bioquimico en homogenados de

cerebro

Se determind el nivel de AR1-40 y AR1-42 en muestras de cerebro extraidas
usando la tecnologia ORIGEN (lgen international Inc). De forma resumida, se
pesaron y extrajeron los hemisferios cerebrales en guanidina HCI 5 M
(Calbiochem) que contenia inhibidor de proteasa Complete TM {Roche
Diagnostic) a 150 mg/ml p/v usando un mortero de mano. Los extractos se

diluyeron en tampdn Igen y en el ensayo se usaron diluciones a 1:10 y 1:40

clarificadas por centrifugaciéon a 20000 g.

El ensayo ORIGEN empleaba Dynaperlas recubiertas con estreptavidina
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(Dynal) con anticuerpo 6E10 biotinilado inmovilizado {especifico para AR 1-16
humano; Signet Labs) para capturar el AB de las muestras y detectar A3 unido
con G210 (anticuerpo especifico para AR1-40, reactive del laboratorio)
marcado con ori-tag o 5G5 (anticuerpo especifico para AR1-42; reactivo del

laboratorio).

El analisis de la carga de AB1-40 y AB1-42 post-mortem de cada grupo mostré
que no se producia una reduccién de la carga de amiloide cerebral por el
tratamiento con 6F6 en este estudio y mediante el procedimiento analitico que
se empled aqui. No fue posible alcanzar conclusiones definitivas sobre ia
potencial reduccion del amiloide cerebral porque el patrén del aumento de AR
en el cerebro de los animales tratados con vehiculo durante el transcurso del

estudio era pequefio y no uniforme entre todos los animaies.

Determinacion de niveles en plasma de anticuerpo 6F6

Se evaluaron muestras de plasma en EDTA longitudinales y terminales para
determinar los niveles de anticuerpos mediante ELISA. De forma resumida, las
muestras se diluyeron 1:50, 1:500 y 1:5000 y se aiadieron a placas de ELISA
con 0,5 ug/ml de péptido AR 1-40 inmovilizado diluido en PBS. Las muestras
se incubaron toda la noche a 4 °C, se lavaron y el anticuerpo 6F6 unido se
detectd usando conjugado de peroxidasa de rabano contra ratén. Las
concentraciones de las muestras se determinaron usando una curva de

patrones producida usando 8 concentraciones conocidas de 6F6 que variaban

de 0 a 30 pg/mi.
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Los resuitados mostraron que a todos los ratones se les administro anticuerpo
BF6 con éxito y que las concentraciones terminales en plasma tenian un valor
medio de aproximadamente 250 pg/ml. Las muestras de plasmé longitudinales
mostraron un aumento de los niveles en plasma entre la 2° y 4° dosis debido a
la administracidon repetida pero se mantuvieron a un nivel de al menos: 150

ug/ml hasta el final del estudio en todos los animales muestreados.

Determinacion de compiejos de amiloide y anticuerpc en plasma mediante

inmunoprecipitacidn y transferencia western

Para examinar si los complejos de anticuerpo y AR se habian formado en este
estudio in vivo, se investigaron las muestras de plasma para determinar la
formacién de complejos usando inmunoprecipitacion y posterior analisis por
transferencia western. De forma resumida, se incubaron muestras de plasma
de 15 pl y se agitaron durante 3 h a 4 °C con 10 ul de suspension de perlas
sobre proteina A sefarosa. Las perlas se lavaron 5 veces en 1 mi de PBS
helado que contenia inhibidor de proteasas. Cada vez se centrifugaron las
muestras durante 2 min a 2000 rpm a 4 °C. Después de lavar, las perlas se
volvieron a suspender en 20 ul de tampodn de muestras para electroforesis que
contenia DTT 0,1 M. Las muestras se hirvieron durante 5 min y se
centrifugaron como anteriormente. Después de volver a hervir el sobrenadante,
las muestras se cargaron en 10% de minigeles de Bisftris y se separaron
mediante electroforesis. Los geles se transfirieron sobre una membrana de

nitrocelulosa, se bloquearon y se sondaran con anticuerpo 6E10 (especifico

13«
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para AR 1-16 humano; Signet Labs). La deteccién de 6E10 unido se hizo con
tinte de IR dye800 conjugado anticuerpo de cabra contra IgG de ratéon (H+L)
(Rockland). Las transferencias se visualizaron usando un sistema de obtencién

de imagenes por infrarrojos Odysee.

Los resultados mostraron que el AR de bajo peso molecular podia detectarse
en las transferencias que se purificaron al mismo tiempo usando ei
procedimiento de inmunoprecipiaciéon. Podria concluirse que se formaron
complejos de 6F6 con AR in vivoc presenies en las muestras de plasma. La
intensidad de ias bandas era menor en los animales hembra analizados. En
general, esto confirmoé que 6F6 es capaz de unirse a AR humano in vivo y

formar complejos estables que pueden detectarse mediante transferencia

western.

Estudio de administracion de 6F6 durante 16 semanas en ratones

transgenicos para hAPP

Se usaron ratones transgénicos que hiperexpresan hAPP(751) controlado por
el promotor Thy-1 murino que expresan APP humano con las mutaciones
London (717} y Swedish (670/671) en niveles elevados, que producen un
aumento dependiente de la edad de amiloide beta 1-40 y amiloide beta 1-42
(AB1-40 y AR1-42). Estos ratones desarrollan placas constituidas por
deposiciones de amiloide a wuna edad temprana, que se inicia
apr0ximadamAente a los 4 meses. La gravedad de la patologia cerebral muestra

una relacion directa con el aumento de la edad y las deficiencias del

[
-
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comportamiento.

Este estudio se realizdé ciego para el investigador sin revelar la identidad del
compuesto que se estaba administrando. Se asigharon ratones transgénicos
hembra con una edad de 4 meses en 3 grupos (n= 15 por grupo) asi como un
grupo de comparfieros de camada no transgénicos y se trataron una vez a la
semana por via intraperitoneal durante un periodo de tiempo de 4 meses. El
grupo de los comparieros de camada y un grupo de tg que recibia la IgG de
control hacian de controles. Al final del tratamiento se realizo un analisis del
comportamiento (laberinto de agua de Morris, reconocimiento de objetos
nuevos) y se sacrificé a los animaies. Se extrajo el cerebro, CSF y el plasma
sanguineo. Se procesd un hemisferio de cada cerebro para su evaluacion
histologica, el segundo se congelé inmediatamente para determinar AR1-38,
AR1-40 y AR1-42 en las fracciones de homogenado de cerebro asi como de
CSF con TBS, Triton X-100, SOS y acido formico {(FA). Se determiné la carga
de placas en el cerebro usando inmunctincion con anticuerpo contra beta
amiioide 6E10 y se determinaron el area de la superficie de las placas y el
numero de placas y se contaron con un programa de analisis de imagenes por
ordenador (Image Pro Plus, version 4.5.1.29). Se investigé 1a densidad de las
sihapsis usando tincién con anticuerpos especificos de sinaptofisina
(Neomarkers®) marcados con un anticuerpo secundaric biotinilado con
sistema de deteccion VIP (Vector®).

Grupos de tratamiento: 3 grupos de animales tg (15/grupo) y un grupo de
animales C57BL6 no transgénicos (n=15):

(A) Animales tg que recibieron el compuesto 6F6 a 17 mg/kg de peso corporal

43¢
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una vez a la semana (n=15)

(B) Animales tg que recibieron el compuesto migG2a 17 mg/kg de peso
corporal (n=15)

(D) Animales tg que recibieron el compuesto 6F6 a 33 mg/kg de peso corporal
(n=15)

(E) Compafieros de camada no transgénicos que fecibieron mlgG2a 17 mg/kg

de peso corporal (n=15)

Determinacion de la carga de amiloide bioquimica en homogenados de

cerebro extraidos secuencialmenie y CSF

Se extrajo CSF de los animales de los grupos de tratamiento A, By D e
inmediatamente se congeld hasta que estuvo preparado el andlisis posterior
con al técnica ELISA. Para los homogenados de cerebro, se homogeneizaron
los hemisferios congelados de los animales de los grupos A, By D en 5 ml de
solucién salina tamponada con TRIS (TBS) que contenia céctel inhibidor de
proteasas. Aproximadamente la mitad de los -homogenados de cerebro se
congelo inmediatamente en alicuotas. La otra mitad se centrifugd a 74,500 g
durante 1 hora y ios sobrenadantes resultantes (= fraccién de TBS), se repartio
en alicuotas y se mantuvo a -20 °C hasta la determinacién. Las sedimentos se
suspendieron en Triton X-100 (2,5 ml), se centrifugaron y los sobrenadantes se
repartieron en alicuotas y se mantuvieron a -20 °C. Estas etapas se repitieron
con SDS (2,5 mi). Los sedimentos de la fraccion de SDS se suspendieron en
70% de acido formico (0,5 ml) antes de la posterior centrifugacién. Los

sobrenadantes obtenidos se neutralizaron con TRIS 1 M (9,5 ml) se repartieron

134
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en alicuotas y se mantuvieron a -20 °C. Se us6é CSF asi como las muestras de
las cuatro fracciones de cerebro para la determinacién de AB38, AB40 y AR42
usando un kit disponible comerciaimente (Mesoscale Discovery Abeta 3-plex
kit n.° K15148E usando Sector Imager MS2400), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se calcularon los valores cerebrales en términos de ng de AR
por g de cerebro seco, los valores de CSF se calcularon en términos de pg de

AR por ml.

En la fraccion de TBS, los niveleé de AB de los animales del grupo B eran los
mas bajos para las tres especies de amiloides. Para AB42 este aumento de los
grupos de tratamiento con 6F6 A y D fue significativo para el grupo de control
B (p<0,05 comparado con ei grupo A y p<0,001 comparado con el grupo D)
pero no fue significativo para AR38 y AR40. En las fracciones con Triton X-100
los niveles medios de AB42 también aumentaron significativamente en los
grupos de tratamiento con 6F6 A (p<0,05) y D (p<0,01) comparados con el
grupo de control B. Los niveles de AB40 de los grupos B y D no difirieron de
forma significativa, mientras que los del grupo A todavia estaban

significativamente aumentados con respecto al grupo de control B (p<0,05).

Aungue no fue significativo, se observo un aumento de AB38 en el grupo de.

tratamiento con 6F6 A comparado con el grupo de control B pero el grupo de
tratamiento con 6F6 D disminuyd ligeramente comparado con el grupo de
control B. El AB unido e insoluble en agua, medido en la fracciéon de SDS y FA
era significativamente mayor en los cerebros de los animales del grupo de
tratamiento con 6F6 A comparado con los grupos B (AB38 y AB42) o D (AR 38
y AB 40). EI grupo de control B y el grupo de tratamiento con 6F6 D no

138
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difirieron significativamente.

En las muestras de 6F6 no se observaron diferencias significativas entre los
grupos para los niveles de AB38 y AB40. Los niveles de AB38, AR40 y AB42
eran ligeramente menocres en los animales del grupo de control B comparados
con el grupo de tratamiento con 6F6 A. Los niveles de ARB42 en CSF de los
animales del grupc de tratamiento con 6F6 D estaban significativamente
aumentados comparados con un grupo de control B (p<0,05) lo que
posiblemente indica la movilizacién de AB42 soluble por secuestro al CSF o

indirectamente por el flujo sanguineo.

Determinacién de la densidad de las sinapsis

Por cada animal se tifien tres cories con un anticuerpo contra sinaptofisina
(1:200; Neo Markers; n.° de Cat. RM9111-SO) y anticuerpo secundario
biotinilado {1:200; Vector Laboratories; n.° de Cat. PK-6101} seguido de
revelado con VIP (kit sustrato para peroxidasa; n.° de Cat. SK4600). Para
determinar la densidad de las sinapsis media individual, se evaluan tres
imagenes por region (capa granular de las CA1, CA3 del hipocampo y hoja
media de la circunvolucién dentada (DGmb)) y los cortes se evaluaron en un
procedimiento de medicion basada en el macro. Durante el experimento de
macro, las imagenes se contrastan del mismo modo y se cuentan las sinapsis
por encima de un umbral constante. Las sinapsis uUnicas y sucesivas se
cuentan por separado con las restricciones de uso del tamafo. E| 4rea total de

las sinapsis en sucesion se divide entre el tamafio medio de las sinapsis
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unicas. El recuento de sinapsis total se calcula con la siguiente férmula:

Area de sinapsis en sucesion

2 Sinapsis = n.° de sinapsis distintas +

Area media de sinapsis separadas

Ademas, el area de la imagen se corrige teniendo en cuenta el ruido de fondo
teniendo en cuenta una reduccion del area de los vasos sanguineos y la suma
de la sinapsis se considera relativa al area de imagen total reducida por el area

de los vasos sanguineos.

La medicién obtenida de los recuentos sinapticos en la region CA1, CA3 y
GDmb de los cortes del hipocampo cerebral de los grupos de tratamiento A, B

y D permanecio sin cambios entre los grupos de tratamiento.

Determinacion de los niveles longitudinales en plasma de beta amilgide total y

no unido (libre)

Se tomaron muestras de sangre in vivo antes de iniciar el tratamiento (dia 0) y
de nuevo las semanas 3, 6, 9 y 12 mediante toma de muestras mandibulares
de la vena/arteria facial. Las muestras de sangre se introdujeron en EDTA vy
viales sin recubrimiento para obtener el plasma. Todas las muestras de plasma

se congelaron y se almacenaron hasta su analisis.

Los niveles de amiloide no unido (libre) y los niveles de amiloide total (AR no
unido y formando complejos con anticuerpo) se determinaron usando la

estacion de trabajo Gyrolab™. Se uso el mAb murino 6F6 biotinilado como
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reactivo de captura para el ensayo de [B-amiioide libre y un anticuerpo
especifico contra f3-amiloide biotinilado en el extremo N (reactivo del
{aboratorio) como reactivo de captura para el ensayc de B-amiloide total.
Ambos reactivos de captura se capturaron en la columna de captura Gyros
Bioaffy CD que contenia una matriz recubierta con estreptavidina. Se
anadieron los anticuerpos de captura a una concentracion de 700 nM. Para
ambos ensayos se usd 4G8 marcado con Alexa 647 (especifico para el
epitopo 17-24 de B-amiloide) a una concentracion de 12,5 nM para la
deteccion. Para cuantificar la cantidad de B-amiloide de las muestras se
preparé una curva con patrones de AB1-42 (Innogenetics AR1-42)
proporcionando un rango dinamico de 31,25 pg/ml a 20000 pg/mil. La dilucion
la curva de patrones de AB1-42 y las muestras de plasma se realizé en plasma
humano sin B-amiloide. Los datos se analizaron usando el programa inherente

al aparato y después se representaron en Excel.

Los niveles totales de B-amiloide aumentaron mas de 2000 veces para la
semana 3 (el primer tiempo) tanto en los grupos de tratamiento con 6F6 a 17
mg/kg y 33 mg/kg. El grupo de tratamiento a 33 mg/kg presentaba un nivel
ligeramente mayor de nivel de B-amiloide total observado durante la duracién
del estudio pero no presentaba una correlacidn directa con el mayor nivel de
dosis posible, lo que indicaba que el efecto estaba alcanzando la saturacién.
Se observo que los niveles de B-amiloide libre para los grupos de tratamiento
con B6F6 era el nivel de ruido de fondo que mostraban los ratones no
transgénicos en el primer tiempo después del tratamiento (3 semanas),

presumiblemente debido a que la mayoria sino todo e! B-amiloide detectado
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con este ensayo estaba formando complejos de anticuerpo y B-amiloide . Sin
la intervencidn del tratamiento, {os niveles iniciales de beta amiloide para los
ratones transgénicos era aproximadamente 6 veces mayores que los de los

ratones de control no transgénicos.

Determinacion de la carga de las placas usando tincion con 6E10

De las mitades de cerebro de los 18 ratones Tg (6 de del grupo de Tg A; By D)
se prepard un numero suficiente de cortes por cerebro para cuantificar los
depdsitos amiloides. La inmunoreactividad de 6E10 se evalud
cuantitativamente en el hipocampo y el cériex. Se cortaron sagitalmente 15
secciones por capa (en total 5 capas que corresponden a las figuras 104 a
105, 107 a 108, 111 a 112, 115a 116 y 118 a 119 de acuerdo con el atlas de
morfologia "The Mouse Brain” de Paxinos y Franklin, 22 Edicion), cada una de
5 um de gruesc (Leica SM 2000R). Los tejidos de todos los animales
transgénicos investigados se manejaron exactamente del mismo modo para

evitar sesgos debidos a la variacion de este procedimiento.

Las deposiciones de amiloide y la carga de placas se determinaron usando el
anticuerpo monoclonal 6E10 (Signet®) dirigido contra la posicién 1-17 del
péptido B-amiloide humano. Las areas de la regién medida del hipocampo y
del cértex eran constantes en todos los cerebros investigados, [0 que excluye
los efectes negativos sobre el tejido de las etapas de tincion
inmunohistoquimica (por ejemplo encogimiento, diferentes circunstancias de

corte, etc) e indica que no se produjo atrofia por el tratamiento. Los datos de la
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carga de placas se relacionaron con el tamafio de la region individual del corte
para poder manejar los artefactos, plegamientos o trozos que faltaran. El
tratamiento con una dosis elevada de 6F6 (grupo D), produjo un descenso
significativo del porcentaje del area de las placas del hipocampo y del cortex
comparada con el tratamiento con 6F6 a dosis bajas (grupo A; ANOVA: cortex
y hipocampo: p<0,01) y grupo de control B (Figura 2). Se dio la misma
tendencia en el numero de placas por mm? que de nuevo fue menor en el
grupo de tratamiento con 6F6 D comparado con el grupo de control B (prueba
t: cortex: p= 0,093) y grupo de tratamiento con dosis baja con 6F6 A (prueba t:
hipocampo: p=0,051; Figura 3). Ef tamafo medio de las placas permaneciod sin

cambios entre todos los grupos de tratamiento.

Demostracion de amiloidosis en los ojos de factor de ratones sin

complemento H: un modelo de AMD "seca",

Animales

Se alojaron ratones de diez semanas, 3 meses, 6 meses, 9@ meses y un afo de
edad cfh” (n=6) (cruzados con el historial genetico C57BL/6 durante mas de
10 generaciones) y ratones de la misma edad con C57BL/6 normal (n=6) en
un entorno de temperatura controlada con un ciclo de 12 horas de dia (160 lux)
y noche y se mantuvieron con una dieta de laboratorio normal (se les
administré pienso de laboratorio a voluntad). Los ratones se anestesiaron (0,75
ml de Ketamina, 0,5 ml de Domitor, 0,75 ml de agua estéril a 0,2 mi/100 g, i.p.
suplementado segun fuera necesario) y se dilataron las pupilas con
tropicamida tépica al 1% vy clorhidrato de fenilefrina al 2,5% 10-15 minutos

antes de la obtencién de imagenes con ¢SLO. Antes de cada secuencia de
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obtencién de imagenes, se introdujeron gotas de hidroxipropilmetilcelulosa
(0,3%) en el ojo para evitar la desecacion. Todos los procedimientos
experimentales cumplian y se realizaron segln la normativa de la United

Kingdom Animals (Scientific Procedures) Act de 1986.

QObtencion de imagenes de |a retina

La obtencién de imagenes se realizé en ratones de 3 meses, 6 meses y 12
meses cfh”™ (n=12) y ratones de control de la misma edad (n=6) tal como se
describe en detalle mas adelante. Se adquirieron las imagenes de retina de
alta resolucién y alto contraste con un oftaimoscopio de laser de barrido
confocal tal como se describe mas adelante. De forma resumida, se realizé
una abtencion de imagenes por reflectancia usando haces de ldser de 488 y
820 nm. Las imagenes de autofluorescencia y de angiografia con fluoresceina
de la retina de los ratones se registraron usando 488 nm. La excitacion y el
filtro de corte de emisiones estandar integrado con el borde de barrera (valor

de 50% de la transmision) a 498 nm.

Los ratones se anestesiaron (0,75 ml de Ketamina, 0,5 mi de Domitor, 0,75 ml

de agua esteril a 0,2 ml/100 g, i.p. suplementado segun fuera necesario) y se

dilataron las pupilas con tropicamida tépica al 1% vy clorhidrato de fenilefrina al

2,5% 10-15 minutos antes de la obtencién de imagenes. Antes de cada
secuencia de obtencidn de imagenes, se introdujo una gota de
hidroxipropilmetilcelulosa (0,3%) en el ojo para evitar la desecacion. Las
imagenes de alta resolucion y alto contraste de ia retina se adquirieron in vivo

con un oftalmoscopio de laser de barrido confocal (Heidelberg Retina
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Angiograph, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemania) usando una
modificacion de los procedimientos descrito (Guo L, Salt TE, Maass A, Luong
V., Moss SE, Fitzke FW, Cordeiro MF (2008) Invest Ophthalmol Vis Sci 47 626-
633). De forma resumida, el diametro del crificio se redujo a 100 pm para
mejorar la resolucion axial y se aumento la potencia del laser para mejorar la
proporcion entre sefial y ruido. La potencia medida en la pupila del ratén era de
1400 W a 488 nm. Se proporcioné al ratébn una lentilla de contacto
planocdoncava especialmente disefiada y se proporciond potencia dptica
usando un objetivo de microscopio de 50 aumentos con una distancia de
trabajo muy grande, que mejord la potencia de resolucién dptica y permitio la
deteccién de estructuras microcapilares desde un tamafo de 3 um de
diametro.

Se registraron cortes de imagenes tomograficas en las que el plano axial se
movia secuencialmente a intervalos de 15 uym, del humor vitreo a la esclerética
y de central a periférico para visualizar la vasculatura retiniana del plexo
primario al plexo exterior. Todas las secuencias de imagenes se capturaron a
8,9 Hz, campo de visién de 10°, y se digitalizaron en forma de archivos de
imagenes de 8 bites y 768 x 768 pixeles, que producia una resolucion de

imagenes lateral de 1,2 um/pixel. La resolucidon axial medida en el ojo de ratén

era de 5-8 um.

Las diferencias entre los animales cfh™ y los de control con la misma edad en
el numero de depdsitos autofluorescentes subretinianos al nivel del RPE se

analizaron aplicando la prueba t de Student no pareada a los datos de las

imagenes SPSS (Chicago, IL).
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Histologia e inmunohistoquimica

De forma resumida, los animales se anestesiaron profundamente con ketamina
y dormitor y después se perfundid a los ratones ratones cfh”de diez semanas
(n=6), 3 meses (n=3), 6 meses (n=3) 9 meses (n=3) y ratones cth” de 1 afo
de edad (n=6) con PBS 0,1 M, seguido de paraformaldehido al 4% (en PBS
0,1 M, 2 pH 7,2). Se sacaron los ojos y se introdujeron en paraformaldehido al
4% antes de la crioproteccion en solucion de sacarosa al 30% (en tampén de
PBS 0,1 M) y se dejé durante 24 h a 4 °C. El cristalino se eliminé mediante una
incisién en la cornea y los ojos se congelaron rapidamente en compuesto OCT
y se seccionaron a un grosor de 10 um para el analisis inmunohistoquimico,
véanse los detalles mas adelante. La retina neural y las coroides de los

animales seleccionados se separaron y se montaron planas de forma

independiente.

Se incubaron secciones oculares de ratones cfh” (n=20) y ratones de control
de la misma edad (n=20) se incubaron con anticuerpos primarios, (Tabla 5)
seguido de los anticuerpos secundarios conjugados con fluorescencia y DAPI

para tefir los nucleos, véanse los detalles mas adelante.

La inmunohistoquimica se realizd a temperatura ambiente y se llevd a cabo en
secciones de criostato de 10 ym de grueso de los ojos fijados en 4% de
paraformaldehido. Las secciones de retina se bloquearon dufante 1 hora suero
de burro normal al 5% en solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) 0,1 M,
a pH 7,4, con 0,3% de Triton X-100, y se incubd toda la noche con anticuerpos

primarios, diluidos con suero de burro nermal al 1% en PBS 0,1 M con 0,3% de
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Triton X-100. Las diluciones de cada anticuerpo primario eran las que se
describen mas adelante. La exposicion a anticuerpo primario se continué con
un lavado y, cuando era necesario, se conjugaron fluorescentemente a
anticuerpos secundarios apropiadoé (Santa Cruz, Biotechnology, Inc.,
anticuerpo de burro contra sc-2099 de raton en PBS con 0,3% de Triton y 2%
de suero normal (dilucidon 1.100, mismos diluyentes que en los primarios) y los
cortes se expusieron durante 2 horas, (FITC Santa Cruz, Biotechnclogy, Inc.,
anticuerpo de burro contra sc-2099 de ratén). Los controles negatives estaban
constituidos por anticuerpo del mismo isotipo pero sin relacién o se omitia el
anticuerpo primario. Los nucleos se tifieron posteriormente con 0,5 m! de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (1 pl de solucién madre de DAPl a 5 ml de PBS 0,1 M:;
Sigma-Aldrich) durante 1 minuto. Después los cortes se lavaron varias veces
con PBS 0,1 M seguido de cuatro lavados en solucidn salina de tampon Tris (a

pH 7.4) y finalmente se montaron cubres de vidric en VECTASHIELD (Vector

Laboratories).

Los cortes se observaron y las imagenes se capturaron o bien en un
microscopio confocal de barrido por laser (Leica SP2; Leitz) a 8 bites/canal y
1024x1024 pixeles, o un microscopio de campo brillante para Epi-fluorescencia
(Clympus BX50F4, Olympus, Japén), donde los datos se capturaron en forma
de imagenes a color de 24 bites a una resolucion de 3840x3072 px usando

una camara Nikon DXM1200 (Nikon, Tokio, Japén).

Anticuerpos primarios disponibles comercialmente

Se uso6 C3 (anticuerpo de cabra contra ratén conjugado con FITC, dilucién
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1:100; ICN Biomedicals) para tefir los cortes de retina a las diluciones que

se indica. )

Anticuerpos contra R-amiloide que se usaron en este irabajo:

(1) Ab policlonal de conejo especifico para amiloide beta de roedor
Covance SIG-39153, recomendado para usar en cortes embebidos en
parafina IHC a una dilucion de 1/250,

(2) Ab monoclonal de ratén, (lgG2b), Calbiochem NE1002 (4G8) que
reconoce tanto amiloide beta humano como de ratén, recomendado
para usar cortes embebidos en parafina IHC a una dilucién de 1/100 —
1/1000, (es necesario el pretrata‘miento con acido formico),

(3) Ab policlonal de conejo Abcam ab2539 gue reconoce tanto amiloide
beta humano como de ratdn , recomendado para usar en cortes
embebidos en parafina IHC a una dilucién de 1/100, (requiere recuperar

el antigeno por medios térmicos antes del procedimiento de tincion
tHC),

Anticuerpos secundarios disponibles comercialmente

Tabla 5: Anticuerpos secundarios disponibles comercialmente que se

usaron en este trabajo

Ab de burro contra IgG de ratén con [ Santa Cruz | sc- 1:300
FITC Biotech inc. 2099

Ab de burro contra IgG de conejo con | Santa Cruz | sc- 1:300
FITC Biotech inc. 2090

Fragmento de Ab de cabra contra IgG | Invitragen A11017 | 1:2000
de ratén Alexa Fluor 488
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Deteccion de depdsitos drusenoides en ratones cth”.

Los depdsitos autoflucrescentes pueden detectarse en la retina de ratones cfi”
” viejos. El lipido fluorescente, los depo6sitos de tipo drusenoide pueden
detectarse primeramente aproximadamente a las 14 semanas de edad en los
ratones cfh” y su presencia aumenta con la edad y esta localizada en el
espacio subretiniano (lado apical de RPE). Estos depdsitos también estan
presentes en los ratones de tipo silvestre, pero con un grado significativamente
menor. Por ejemplo, una imagen por cSLO de ia retina de un ratén ¢fh™ de 6
meses de edad identifica algunos puntos blancos autofluorescentes en un
fondo gris y estos pueden cbservarse en un frotis de retina in vitro para IHC
con aumentos de 10x y 40x, como depésitos autofluorescentes facilmente
identificables en el canal verde (FITC). Hay grandes variaciones en los
espectros de emision de fluorescencia entre los depésitos autofiuorescentse,

(no se muestran datos).

Cuando los cortes de la retina de los ratones cfh  se examinan mediante
autofluorescencia IHC, pueden observarse depdsitos de tipo drusenoide
asociados a los sitios de deposicion de complemento C3 en el espacio
subretiniano de la parte apical de las células de RPE. Esto puede observarse

en los ratones cfh” de 12 meses de edad (no se muestran datos).

Analisis de ojos de ratones cfh " con Ab contra amiloide beta disponibles

comercialmente.

Se usaron cortes disponibles comercialmente de cerebros de Alzheimer
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humano cuya tincion para AR dio positivo (Abcam ab4582), para comprobar la

reactividad cruzada de tres Ab contra amiloide

comercialmente que se muestran en la Tabla 6.

El procedimiento que se usé para ello era:
Para cortes de cerebro en parafina:

1. Xileno - 10 minutos

2. 100% de etanoi - 8 minutos

3. 95% de etanol - 5 minutos

4. Agua destilada - 5 minutos

5. Recuperacion de antigenos;

- Ab2539 HIER con tampén de citrato

- NE1002(4G8) - 70% de acido férmico

- S1G-39153

Para los cortes en parafina y congelados;

6. Lavar con PBS, 3 veces durante 5 minutos cada uno

7. Bloguear con 5% de suero de burro normal durante 1 hara
8. Lavar brevemente con PBS

9. Aplicar anticuerpo primario a;

- Ab 2539 - 1:100

- NE1002 (4G8) - 1:200

- S1G-39153 - 1:250

Incubar toda la noche

10. Lavar con PBS, 3 veces a 5 minutos cada una

beta

disponibles
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11. Aplicar anticuerpo secundario a

Para ab2539 — Ab sc-2090 1/100

Para NE1002 — Ab sc-2099 1/100

Para SIG-39153 - Ab sc-2090 1/100

Incubar durante 1 hora .

12. Lavar con PBS, 3 veces durante 5 minutos cada uno
13. DAP! durante 1 minuto

12. Lavar con PBS, 3 veces

13. Lavar con TBS, 4 veces a § minutos cada una

14. Montar, colocar un cubre y sellar.

Tal y como se esperar, solo los anticuerpos primarios que podian reaccionar
de forma cruzada con beta amiloide humano (NE1002 [4G8], y ab2539), dieron
una deteccidn positiva de las placas de amiloide beta humanas en el tejido de

cerebro de Alzheimer humano (no se muestran datos).

La deteccion de amiloide beta en los ojos ratones cth™ viejos (>1 afio de

edad) vy de 10 semanas de edad usando Ab disponibles comercialmente.

Tabla 6: Anticuerpos primarios contra amiloide beta que se usaron en

este estudio

Anticuerpo policlonal de conejo | AbCam Ltd. ab2539 1:100
contra beta amiloide
mAb de raton contra §-amiloide Calbiochem Inc. NE1002 1:100
Anticuerpe policlonal purificado | Covance Inc. S1G-39153 1:100
contra AR de roedor
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Se siguid el siguiente procedimiento:

1. Secar al aire los portas durante varias horas
. Lavar 3 veces

. Bloquear con 5% de NDS durante 1 hora

SN

. Preparar los anticuerpos primarios de la Tabla 6 de la forma siguiente;
a. SIG39153 - 1:250
b. NE1002 (4G8) - 1:200
c. Ab2539 1:500
5. Lavar brevemente e incubar con los anticuerpos primarios toda la noche
6. Lavar 3 veces
7. Preparar los anticuerpos secundarios de la forma siguiente;
a. contra conejo con FITC
b. contra ratén con FITC
Incubar durante 1 hora
8. Lavar 3 veces
9. Aplicar DAP! durante 1 minuto
10. Lavar 3 veces con PBS
11. Lavar 4 veces con TBS

12. Montar, colocar un cubre y sellar

Se examino tejido ocular inicialmente fijado de ratones cfh” de la misma edad
y controles compafieros de camada de tipo silvestre, (C57BI/6) de 12-13
meses de edad usando los tres anticuerpc primarios contra B-amiloide

disponibles comerciaimente, (Ab), descritos anteriormente. Cada Ab primario
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se detectd usando el Ab secundario relevante marcado con fluorescencia. Para
el Ab SIG39153, no fue posible detectar ninguna sefal en ninguno de los
tejidos, a pesar se seguir el protocol recomendado por el fabricante, (como en
las muestras de cerebro descritas anteriormente), (no se muestran datos). Sin
embarog, fue posible detectar amiloide beta especificamente en la retina de
ratones cfh” viejos, (perc no en los compafieros de camada de tipo silvestre),
usando los dos anticuerpos primarios contra B-amiloide beta disponibles
comercialmente. Un ejemplo de estos datos se muestran en la Figura 4, en la
que el panel (A) muestra tejido retiniano de un ratdn de tipo silvestre viejo y el
pane! (B) muestra tejido de un raton cfh™” viejo ambos sondados con ab2539
como Ab primario; y el panel (C) muestra tejido retinianc de un ratén de tipo
silvestre viejo y el panel (D) muestra tejido de un cfh” viejo ambos sondados
con NE1002 (4G8) como Ab primario. Los datos demuestran que amiloide-
beta se deposita en torno a la membrana de Bruch especificamente en ratones
cfn” viejos. La sefial positiva de reactividad cruzada de los anticuerpos contra
amiloide beta depositado en la interfaz entre el RPE / y la membrana de Bruch
puede observarse en forma de una franja blanca intensa sefalada por las
flechas blancas de la Figura 4 (B) y (D). También pueden observarse algunos
depdsitos amiloides en el area de la capa de las fibras nerviosas y las células
ganglionares del ojo de los ratones cfh™ por ejemplo, 1a sefial blanca marcada

con una flecha blanca en la parte superior de la Fig. 4 (B)

Posteriormente, se examiné tejido ocular retiniano fijado de ratones cfh”™ de 10
semanas de edad y controles compafieros de camada de tipo silvestre de la

misma edad, (C57BI/6) usando anticuerpos primarios NE1002 (4G8) y ab2539
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contra (-amiloide. De .nuevo, el amiloide beta podia detectarse
especificamente en la retina de los ratones cfh™, pero no en los companeros

de camada de tipo silvestre (no se muestran datos). Los datos demuestran que

la deposiciéon de amiloide beta se produce el 10% de la retina en los ratones

cfh” de 10 semanas de edad (n=3). (no se muestran datos). La deposicidén se
produce principalmente en el lado basal de la capa epitelial del pigmento
retiniano (RPE) y aparece asociada a depdsitos laminares basales, (no se
muestran datos). Obsérvese que la deposicidon de amiloide beta a ias 10
semanas de edad es similar al tiempo en el que se deposita el ‘drusenoide’

autofluorescente, y los depdsitos de complemento C3 aparecen primero en el

ratén cfh ™,

Reactividad cruzada de 6F6 con amiloide beta en la retina de los ojos de
ratones cfh”

Anticuerpos primarios que se usaron en este estudio.

(i Ab monoclonal 6F6 de ratén, 1gG2a,

(i) Ab monocional de ratén isotipo IgG2a de control, (reactivo del
laboratorio especifico para el antigeno citosina desaminasa,

(i} Ab monoclonal de control de isotipo de ratén IgG2a, kappa [MOPC-
173], (ab18413, Abcam), clon derivado de mieloma en Balb/c de

especificidad desconocida

Se siguio el siguiente procedimiento:
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1. Secar al aire los portas durante varias horas
2. Lavar con 1XPBS, 3 veces a 5 minutos cada una
3. Bloguear con 5% de suero de burro normal en 0,3% de Triton X-100 en
PBS, incubar durante 1 hora a temperatura ambiente
4. Preparar el anticuerpo primario, diluyendo con 1% de suero de burro normal
en 0,3% de Triton X-100 en PBS
a. 6F6 monoclonal de ratdn contra amiloide Beta i) — 1:1000, 1:2000 y
1:4000
b. 1gG2a de ratén de contral ii) 1:1000 ,1:2000 y 1:4000
Lavar brevemente

5. Aplicar el anticuerpo primarioc e incubar toda la noche a temperatura

ambiente

Al dia siguiente;

1. Lavar con 1X PBS, 3 veces a 5 minutos cada una

2. Preparar los anticuerpos secundarios diluyendo en1% de suero de burro
normal en 0,3% de Triton X-100 en PBS

a. Alexa Fluor 488 de cabra contra raton (1:2000)

Aplicar el anticuerpo secundario e incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente

3. Lavar con 1 X PBS, 3 veces a 5 minutos cada uno

4. Aplicar DAPI, 1:5000 en PBS e incubar durante 1 minuto en un lugar oscuro
5. Lavar con 1 X PBS, 3 veces durante 5 minutos cada una

6. Lavar con 1XTBS, 4 veces a 5 minutos cada una
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7. Montar con Vectashield, colocar un cubre y sellar.

Se examino tejido ocular inicialmente fijado de ratones c¢fh” de la misma edad
y controles companeros de camada de tipo silvestre, (C57BI/6) de 12-13
meses de edad como se describe anteriormente. Aunque aparecio reactividad
cruzada de 6F6 en un area similar de la retina a la que se detectd mediante los
Ab contra amiloide beta comercialeé. se produjo una reactividad cruzada
similar con el anticuerpo de control aunque parte de esto puede deberse a una
reactividad cruzada de ruido de fondo del Ab secundario solo. También pudo

observarse alguna tincion de ruido de fondo en las muestras de tipo silvestre.

Para resolver la tincion de fondo descrita anteriormente, se repitio el
experimento, pero el anticuerpo secundario se cambid de un Ab contra 1gG de
ratobn marcado con Alexa Fluor 488, a una molécula marcada con FITC.
También el anticuerpo primario de control se cambié a un control de isotipo {iit)

disponible comercialmente.
El procedimiento que se usd para este experimento era:

Secar al aire los portas durante varias horas

Lavar con 1XPBS, 1 vez a 5 minutos

Bloquear con 5% de suero de burro normal en 0,3% de Triton X-100 en PBS,
incubar durante 1 hora a temperatura ambiente

Preparar el anticuerpo primario, diluyendo con 1% de suero de burro normal en

0,3% de Triton X-100 en PBS
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a) ab18413 contra IgG2a de ratén, Kappa 1:100
Lavar brevemente
Aplicar el anticuerpo primario e incubar toda la noche a temperatura ambiente
Al dia siguiente;
Lavar con 1X PBS, 3 veces a 5 minutos cada una
Preparar los anticuerpos secundarios diluyendo en1% de suero de burro
normal en 0,3% de Triton X-100 en PBS

b) Ab de burro contra ratén con FITC (1:300)
Aplicar el anticuerpo secundario e incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente
Lavar con 1 X PBS, 3 veces a 5 minutos cada uno
Aplicar DAPI, 1:5000 en PBS e incubar durante 1 minuto en un lugar oscuro
Lavar con 1 X PBS, 3 veces durante 5 minutos cada una
Lavar con 1XTBS, 4 veces a 5 minutos cada una

Montar con Vectashield, colocar un cubre y sellar.

Un ejemplo de los datos con el procedimiento de tincion anterior se muestra en

la Figura 5. El panel (A) muestra los datos obtenidos usando 6F6 como

primario a una dilucién de 1 en 4000 para tedir un corte de la retina de un raton
cfh” viejo y el panel (B) muestra los datos obtenidos usando un control de
isotipo (iii) como primario, (a una dilucién p/v similar a la de 6F8), para tefir un
corte de la retina de un ratén cfh”viejo (control negativo de cfh” comercial
marcado), y el panel (C) muestra los datos obtenidos usando 6F6 como
primario a una dilucion de 1 en 4000 para tefiir un corte de la retina de un ratén

de control de tipo silvestre de la misma edad y el panel (D) muestra los datos
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obtenidos usando el control de isotipo (ii) (control negativo de cfh” marcado)

como primario a una dilucién de 1 en 4000 para tefir un corte de la retina de

un ratén cfh™” viejo.

Los datos confirman que 6F6 es capaz de detectar especificamente amiloide
beta depositado en la retina de ratones cfh™, (Fig. 5 A), no presentes en los
ratones de tipo silvestre en de la misma edad, (Fig. 5 C). La especificidad de
B6F6 se confirmd por la completa ausencia de tincién usando un control de
isotipo disponible comercialmente como primario, a una dilucién de p/v similar
a la de 6F8, (Fig. 5 B). Los datos obtenidos usando otro anticuerpo de control
de isotipo del laboratorio (ii)) a una dilucion de 1 en 4000 (Fig. 5 D), sugirieron
una tincién retiniana especifica en los ratones cfh”. Sin embargo, esto puede
explicarse por la especificidad de este anticuerpo del mismo isotipo dado que
la citosina desaminasa es un marcador de la descomposicion celular que bien
podria producirse en la retina de ratones cfh” viejos. En retrospectiva esta no

fue una eleccién apropiada para el control de un Ab especifico de isotipo en

este experimento.

Reactividad cruzada en el tiempo de amiloide en la retina de los ojos de

ratéon cfh™ a 6F6 y 4G8.

Se analizaron de forma similar ratones C57BI/6, (de tipo silvestre) y cfh” de la
misma edad mediante inmunchistoquimica en tiempos intermedios entre los de
las 10 semanas y los 12 meses: 3 meses de edad (n=3) 6 meses de edad

(n=3) y 9 meses de edad (n=3). El analisis se realizé usando o bien 6F6 o
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Calbiochem NE1002 (4G8) como anticuerpo de deteccion primario. A los tres
meses de edad podia observarse poca diferencia entre los ratones de tipo
silvestre y cfh”™ a nivel macro. Sin embargo, para los seis meses de edad: era
posible detectar claramente depésitos amiloides alrededor del borde de la
membrana de Bruch y las células del epitelio pigmentario retiniano (RPE) en

los ratones cfh

" pero no en los ratones de control de tipo silvestre de la
misma edad, (no se muestran datos). En el tiempo de los seis meses, la tincién
usando 4G8 parecia cubrir todo el borde entre el RPE y la BM, mientras que la
tincion similar usando 6F6 como anticuerpo primario era mas puntual, (no se
muestran datos). En el tiempo de los seis meses de edad se observd una clara

distincion por IHC del nivel de los depdsitos amiloides en la retina de los

ratones cfh” comparada con la de los controles de tipo silvestre de la misma

edad.

En resumen, los ratones cfh” representan un modelo rapido de amiloidosis en
el ojo, especialmente en |a retina y esto podria estar muy relacicnado con el
modelo de fenotipo de ADM "seca". Los ratones representarian un buen

modelo para el analisis del efecto de los Ab terapéuticos contra amiloide beta

como 6F6 para amiloide beta en la retina.

Demostracion de la capacidad de 6F6 de interferir con la unién de

amiloide beta a factor de complemento |.

Los datos recientemente publicados que muestran la interaccion directa entre

amiloide beta y e! factor de complemento |, (CF1), la "pareja" y el cofactor para

159



20

25

-130-

el factor de complemento H, (CFH), (Wang, J. y cols., 2008), podria ayudar a
explicar la rapida deposicion de amiloide beta en la retina de los ratones cfh”.
En ausencia de CFH, amiloide beta seria libre de unirse a cualquier CFI
"desemparejado” de la retina del raton (Wang, J. y cols.,, 2008, datos sin
publicar). Para demostrar que el anticuerpo terapéutico contra B-amiloide, 6F6,
o un equivalente humanizado podria interferir con la interaccion entre amiloide
beta y CFl mediante la union a amiloide beta; podria realizarse una serie de
experimentos similares a los descritos por Wang, J. y cols., 2008. El efecto de
la preincubacién de 6F6 con preparaciones disponibles comercialmente de
proteina amiloide beta, (por ejemplo del Peptide Institute), sobre su capacidad
de unirse a la proteina CFI disponible comercialmente, (Quidel Corporation),

en presencia y ausencia de proteina CFH disponible comerciaimente, (Quidel

Corporation) podria determinarse tal como se ha descrito, (Wang, J. y cols.,

2008, paginas 716-717), y analizarse o bien mediante estudios de
coinmunoprecipitacién estandar y/o mediante analisis por BiaCore. De forma
similar, podria determinarse la capacidad del anticuerpo 6F6 de alterar un
amiloide beta preformado: complejo de CFl en presencia y ausencia de CFH

podria evaluarse mediante estudios de coinmunoprecipitacién y/o mediante

andlisis por BiaCore.

De forma similar, el efecto de la preincubacién de 6FB con preparaciones
disponibles comercialmente de proteina amiloide beta, (por ejemplo del
Peptide Institute), sobre su capacidad de afectar a la funcién de la proteina CFl
disponible comercialmente, (Quidel Corporation), en presencia y ausencia de

proteina CFH disponible comercialmente, (Quidel Corporation) podria medirse
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usando un ensayo de escisién de C3b de complemento, (Quidel Corporation)
tal como se ha descrito, (Wang, J. y cols., 2008, pagina 717), y analizarse
mediante un SDS PAGE estandar. De forma similar, podria determinarse 1a
capacidad del anticuerpo 8F6 de alterar un amiloige beta preformado: complejo
de CF1 en presencia de CFH y por lo tanto regenerar la funcién de escisién de
C3b al complejo de CFI/CFH tal como se ha descrito, (Wang, J. y cols., 2008,
pagina 717), y analizarse mediante un SDS PAGE estandar.

Se‘sugirié que los resultadas del estudio in vitro recientemente publicado
apoyaban la hipdtesis de que el amiloide beta activa el sistema de
complemento | del drusen bloqueando la funcién del factor de complemento |
provocando una inflamacion cronica de menor grado en los tejidos
subretinianos; -relacionando asi cuatro de los factores asociados al desarrollo
de la AMD: inflamacién, activacion de complemento, depésito de amiloide beta
y drusen, (Wang, Jy cols., 2008). Anteriormente nunca se habian
documentado estos indicios directos del efecto de amiloide beta en la
activacién de la ruta de complemento alternativa puede potencialmente
competir con el factor de H alternativo por la unién al factor de complemento |,
(Wang, J. y cols., 2008). La interferencia con el efecto negativo de amiloide
beta sobre el aclaramiento de los componentes C3 de complemento mediante
la administracion terapeutica de un anticuerpo tal como 6F6 podria constituir

un mecanismo de accidén novedoso para detener o invertir la AMD.
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Deteccidon de la deposiciéon de amiloide beta en ojos humanos vigjos

usando tincion con tioflavina T y reactividad cruzada con 6F6.

Se obtuvieron muestras de tejido ocular de donante humano de Moorfields Eye
Bank, Moorfields Eye Hospital, Londres, Reino Unido. La primera muestra
obtenida fue la de un hombre blanco de 65 afios de edad, {(Moorfields Eye
Bank, Moorfields Eye Hospital, Londres, Reino Unido). Los ojos se fijaron y
procesaron tal como se ha descritc anteriormente y los cortes se sometieron a
tincion con tioflavina T, (Sigma T3516), usando un protocolo publicado
anteriormente, (Anderson y cols., Exp Eye Res (2004), 78, 243-256; Leviné, H,
Methods in Enzymology (1999), 309; 274-284. Los datos de tincion con
tioflavina T generados con el tejido ocular mostraron una senal fluorescente de
amiloide beta unida a tioflavina T que podia observarse en forma de una tenue
mancha blanca en torno a los depésitos laminares basales y Drusen en torno a

la interfaz entre el RPE y la membrana de Bruch en |a retina exterior humana

del tejido ocular.

Se obtuvieron muestras adicionales de.tejido ocular de donante humano del
Moorfields Eye Bank, Moorfields Eye Hospital, Londres, Reino Unido, que
incluian las de un hombre de 41 afios de edad y uno de 90 afios de edad.
Estos ojos de nuevo se fijaron y procesaron tal como se ha descrito
anteriormente, pero esta vez, los cortes se sometieron a tincién con 6F6 como
anticuerpo primario y se visualizaron usando un anticuerpo secundario contra
19G de ratdn conjugado con FITC, tal como se describe anteriormente. Aungue
la muestra del ojo de 90 arfios de edad habia perdido la mayor parte de la

retina durante el procesamiento, fue posible detectar reactividad cruzada de
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amiloide por 6F6, en los segmentos exteriores del tejido que quedaba. Esta
tincién no estaba presente ni en los segmentos externos ni en la retina del ojo
del hombre de 41 afios de edad. A los danantes humanos de tejido ocular no
se les habia diagnosticado formalmente AMD pero la presencia de grandes
depositos laminares basales y también su asociacién con amiloide beta
sugiere con fuerza la eticlogia de la AMD seca temprana en el tejido ocular
tefido con tioflavina T del hombre de 65 afos de edad. Aungque en la muestra
del ojo de 90 afios de edad el procesamiento del tejido habia perdido la mayor
parte de la retina, el hecho de que la reactividad cruzada de amiloide por 6F&
pudiera detectarse en el resto del tejido pero no en ninguno de locs segmentos
exteriores ni en la retina del ojo de un hombre de 41 anos de edad, (que se
supone gque es demasiado joven para presentar los sintomas de la AMD), es
buen presagio del uso de los anticuerpos de tipo 6F6 para la union al amiloide

que se encuentra en los ojos humanos viejos.

Clonacidon de regiones variables de hibridomas

Secuencias de las regiones variables

Se extrajo el ARN total de todas las lineas celulares de los hibridoma vy
después se generaron secuencias de ADNc de los dominios variables pesados
y ligeros mediante transcripcién inversa y reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR). Ei cebador directo para la RT-PCR era una mezcla de cebadores
degenerados especificos para las secuencias lider de los genes de las
inmunoglobulinas y el cebador inverso era especifico para la regiones
constantes del anticuerpo, de forma que por ejemplo para 6F6 el isotipo IgG2a

murino para la cadena pesada y kappa murino para la cadena ligera. Los
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cebadores se disefiaron de acuerdo con la estrategia que describen Jones y
Bendig (Bio/Technology 9:88, 1991). La RT-PCR se realizé por duplicado para
ambas secuencias de la regidn V para permitir 1a posterior verificaciéon de las
secuencias de la region V correctas. Se clonaron los productos de la region V
generades por RT-PCR (Invitrogen TA Cloning Kit) y se obtuvieron los datos

de las secuencias.

Secuencia de aminoacidos de Vi de 6F6 (SEC ID N.°: 19)
EVQLQQSGAELVEPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRID
PENGETIYTPKFQDKATLTVDTSSNTAYLQLSSLTSEDAAVYYCVSSGYWGQ
GTTLTVSS

Secuencia de ADN de Vy de 6F6 (SEC ID N.°: 20)
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGGAGCCAGGGGCCT
CAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTTCTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATG
TGCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGAAG
GATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTATATATACCCCGAAATTCCAGGACAA
GGCCACTTTGACAGTAGACACATCATCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCA
GCAGCCTGACATCTGAGGACGCTGCCGTGTACTATTGTGTTAGTTCGGGC
TACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 6F6 (SEC ID N.°; 21)
DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQPPQLLIY

QMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGG
TKLEIK
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Secuencia de ADN de V| de 6F6 (SEC ID N.°: 22)
GATATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACA
TCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGCAAGAGTCTCCTACATAGGAATGG
CATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGCCTCCTCAACT
CCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCA
CTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAG
GCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTGGACG
TTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de Vi de 2C1 (SEC ID N.°: 31)
EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRID

PENGETIYAPKFQDKATLTVDTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQ
GTTLTVSS

Secuencia de ADN de Vi de 2C1 (SEC ID N.°: 32)

GAGGTTCAGCTACAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCT
CAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTTCTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATG
TGCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGAAG
GATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTATATATGCCCCGAAATTCCAGGACAA
GGCCACTTTGACAGTAGACACATCATCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCA

GCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGTTAGTTCGGGC
TACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de Vy de 2C1 (SEC ID N.°: 33)
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DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY
QMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGG
TKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 2C1 (SEC 1D N.%; 34)
GATATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACA

TCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGGAATGG -

CATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCT
CCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCA
CTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAG
GCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTGGACG
TTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de Vy de 2E11 (SEC ID N.°: 35)
EVQLQQSGAEVVKPGASVKLSCTASGFNIKVYYIHWLKQLTEQGLEWIGRIDP

ENGETKYVPKFQGKATLTVDTSSNTAYLHLSSLTSEDTGVYYCVTSGYWGQ
GTTLTVSS

Secuencia de ADN de Vi de 2E11 (SEC ID N.°: 36)
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGGTTGTGAAGCCAGGGGCCT
CAGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGTCTACTATA
TCCACTGGTTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTAGAATGGATTGGAAGG
ATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTAAGTATGTCCCGAAATTCCAGGGCAAG
GCCACTTTAACAGTAGACACATCCTCCAACACAGCCTACCTGCACCTCAG
CAGCCTGACATCTGAGGACACTGGCGTCTATTACTGTGTTACCTCGGGCT
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ACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 2E11 (SEC ID N.°: 37)
DIVMTQAAFSNPVALGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY

QMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGG
TKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 2E11 (SEC ID N.°: 38)
GATATTGTGATGACGCAGGCTGCATTCTCCAATCCAGTCGCTCTTGGAAC
ATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGTAATGG
CATCACTTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCT
CCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCA
GTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAG
GCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTGGACG
TTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de Vi de 4D4 (SEC ID N.°: 39)
EVQLQQSGAELVEPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRID

PENGETLYTPKFQGKATLTVDTSSNTAYLQLNSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQ
GTSLTVSS

Secuencia de ADN de Vi de 4D4 (SEC ID N.°: 40)
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGGAGCCAGGGGCCT
CAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTTCTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATG
TTCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGAAG
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GATTGATCCTGAGAATGGTGAAACTCTATACACCCCGAAATTCCAGGGCA
AGGCCACTTTGACAGTAGACACATCATCCAACACAGCCTACCTGCAGCTC
AACAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGTTAGTTCGGG
CTACTGGGGCCAAGGCACCTCTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 4D4 (SEC ID N.°: 41)
D!VMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY
QMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGG
TKLEIK

Secuencia de ADN de V de 4D4 (SEC ID N.°: 42)
GATATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACA
TCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGCAAGAGTCTCCTACATAGGAATGG
CATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCT
CCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCA
CTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAG
GCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTGGACG
TTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de V; de 5C9 (SEC ID N.°: 43)
EVQLQQSGAEFVRPGASVKLSCTASGFNIKTYYIHWLKQRTDQGLEWIGRIDP

EDGETKFGPKFRGKATLTADTSSNTASLQLSSLTSEDTGVYYCVTSGYWGQ
GTTLSVSS

Secuencia de ADN de Vi de 5C9 (SEC ID N.°; 44)
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GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGTTTGTGAGGCCAGGGGCCT
CAGTCAAGTTATCCTGCACAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAACCTACTATA
TACACTGGCTGAAACAGAGGACTGACCAGGGCCTGGAGTGGATTGGAAG
GATTGATCCCGAGGATGGTGAAACTAAATTTGGCCCGAAATTCCGGGGCA
AGGCCACTTTAACAGCAGACACATCCTCCAACACAGCCTCCCTACAACTC
AGCAGTCTGACATCTGAGGACACTGGCGTCTATTACTGTGTTACCTCGGG
CTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCTCAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 5C8 (SEC ID N.%: 45) _
DIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY

QMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGG
TKLEIK

Secuencia de ADN de V_ de 5C9 (SEC ID N.° 46)
GATATTGTGATGACGCAGGCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACA
TCAGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGTAATGGC
ATCACTTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCTC
TTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCAGT
AGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGG
CTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTGGACGT
TCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de Vi de 5D1 (SEC ID N.°: 47)
EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRID
PENGETKYAPKFQDKATLTVDTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQ
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GTTLTVSS

Secuencia de ADN de Vi; de 5D1 (SEC ID N.°: 48)
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCT
CAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTTCTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATG
TGCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGAAG
GATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTAAATATGCCCCGAAATTCCAGGACAA
GGCCACTTTGACAGTAGACACATCCTCCAATACAGCCTACCTTCAGCTCA
GCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGTTAGTTCGGGE
TACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 501 (SEC ID N.°: 49)
DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY

QMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGG
TKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 5SD1 (SEC ID N.% 50)
GACATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACA
TCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGGAATGG
CATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCT
CCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCA
CTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAG
GCTGAGGATGTGGGTGTTTATTATTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTGGACG
TTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA
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Secuencia de aminoacidos de Vy de 14B3 (SEC ID N.%; 51)
EVQLOQSGAELVEPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRID
PENGETLYTPKFQGKATFTVDTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQ

GTTLTVSS

14B3 Secuencia de ADN de Vi de (SEC ID N.% 52)
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGGAGCCAGGGGCCT
CAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTTCTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATG
TTCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGAAG
GATTGATCCTGAGAATGGTGAAACTCTATATACCCCGAAATTCCAGGGCAA
GGCCACTTTTACAGTAGACACATCATCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCA
GCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGTTAGTTCGGGC
TACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 14B3 (SEC ID N.°: 53)
DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY

QMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGG
TKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 14B3 (SEC ID N.°% 54)
GATATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACA
TCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGCAAGAGTCTCCTACATAGGAATGG
CATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCT
CCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCA
CTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAG
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GCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTGGACG
TTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de Vi de 16D4 (SEC ID N.°: 55)
EVQLQASGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDYYMHWLKQLTEQGLEWIGRID
PENGETQYAPKFQGKASLTADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCVSSGYWG
QGTTLTVSS

Secuencia de ADN de V, de 16D4 (SEC ID N.°; 56)
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCT
CAGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACTACTATA
TGCACTGGTTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGAAG
GATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTCAATATGCCCCGAAATTCCAGGGCA
AGGCCTCTTTAACAGCAGACACATCCTCCAACACAGCCTACCTTCACCTCA
GCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTACTGTGTTAGTTCGGGC
TACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V de 16D4 (SEC ID N.°: 57)
DIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY

QMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGG
TKLEIK

Secuencia de ADN de V, de 16D4 (SEC ID N.%: 58)
GATATTGTGATGACGCAGGCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACA
TCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGTAATGGC
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ATCACTTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCTC
CTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCAG
TAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGG
CTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTGGACGT
TCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) estan subrayadas

en las secuencias de aminoacidos.

Clonacion y expresion de la quimera 6F6

Se generd un anticuerpo quimeérico 6F6 (6F6c) constituido por las regiones V
murinas progenitoras injertadas en una IgG1 humana para la cadena pesada o
regiones C kappa humanas para |a cadena ligera para expresar el material de
anticuerpo recombinante que podria usarse para confirmar la correcta
clonacion de las regiones V murinas funcionales. El ADN que codifica las
regiones V de la cadena pesada y ligera de 6F6 murino y una secuencia de
sefal murina (Kabat y cols "Sequences of Immunological Interest”, NIH, 1991,
Quinta edicidn, p3.0 95VNP'CL) se clonaron en marco en los vectores de
expresion de mamifero RLD-bshe (para la cadena pesada) y RLN-bshe (para
la cadena ligera) que contiene regiones.constantes humanas (F¢ de 1gG1
inactivado o C kappa humana, respectivamente). Mediante la introduccion de
un sitio de clonacién adecuado, la secuencia de aminodcidos de FR4 (reqion
estructural 4 (secuencia de la regiéon V después de CDR3 y antes del primer
dominio constante}) de la secuencia de aminoacidos de Vy se cambié de

TTLTVSS como se muestraenia SEC ID N.° 19 a TLVTVSS.




Elementos del vector de expresion RLD-bshe para expresion de la cadena

pesada:

(la posicion de los elementos y el tamano global del vector que se proporciona
anteriormente son unicamente con fines ilustrativos y dependen del tamafio del

inserto de las cadenas de anticuerpos)

Elementos del vector de expresién RLN-bshe para expresion de |la cadena

ligera:

Pares de bases

0-1014
1015 - 2442

2443 - 2765
2766 - 3142
3239 - 3802
3803 - 4162
4163 - 6322
5077 - 5937 (hebra

complementaria)

Descripcion del
segmento de ADN
Promotor (SV40/RSV)
Cadena pesada de
anticuerpo

Poli A

Promotor de BG

DHFR

Poli A

Estructura total

Beta lactamasa
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Pares de bases Descripcion del segmento
de ADN

0-1014 Promotor (SV40/RSV)

1015 -1731 Cadena ligera de anticuerpo

1732 - 2051 Poli A

2388 - 2764 Promotor de BG

2774 - 3568 Neomicina

3569 - 3876 Poli A

3877 - 6063 Estructura total

5077 - 5937 (hebra Beta lactamasa

complementaria)

(la posicién de los elementos y el tamano global del vector que se proporciona
anteriormente son unicamente con fines ilustrativos y dependen del tamafio de/

inserto de las cadenas de anticuerpos)

Se identificaron los clones con las secuencias de Vy y Vi correctamente
clonadas y se prepararon los plasmidos para la expresion en células CHO. El
anticuerpo 6F6¢c expresado se purificé del sobrenadante del cultivo celular
mediante cromatografia con proteina A en un sistema de FPLC, y después se
analizd para determinar su unién a AR mediante ELISA y SPR usando
tecnologia Biacore™. Los resultados indicaban que se habian clonado y
expresado las regiones V de ratén de 6F6 correctas produciendo un anticuerpo

funcional con caracteristicas similares al anticuerpo murino progenitor 6F6.
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Estrategia de humanizacion de la cadena pesada

Para la secuencia de la cadena pesada variable de raton de 6F6 se selecciond
una estructura receptora de linea germinal humana (IGHV1-24, SEC. ID. N.%
13) que tenia un 58% de identidad (incluyendo las CDR) con la secuencia
variable de la cadena pesada de 6F6 de raton (SEC ID N.% 19) junto con el
minigen JH4 (Kabat: YFDYWGQGTLVTVSS (SEC ID N.°: 15)). Los primeros
cuatro restos de los restos del minigen JH4 entran en la regidn CDR3 que se

sustituye por la COR entrante del anticuerpo donante.

Se generé un conjunto de 34 variantes de cadena pesada variable
humanizadas basandose en la comparacion de las secuencias y en el posible
impacto sobre la funcion del ant_icuerpo. Las CDR de la cadena pesada de 6F6
murino (usando la definicién de Kabat) (SEC. ID. N.°: 1, 2 y 3) se injertaron en
la estructura receptora humana seleccionada anteriormente. Se disefié un
numero de variantes de cadena pesada variable que comprendian las
sustituciones a dos a quince posiciones elegidas de entre las posiciones 1, 5,
13, 24, 27, 28, 29, 30, 37, 40, 41, 48, 66, 67, 69, 71, 75 76, 93 y 94
(numeracién segun Kabat) (Tabla 7). Las posiciones 93 y 94 inmediatamente

adyacentes a la definicién de Kabat de la CDRH3 se incluyeron en todas las

variantes estudiadas.
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Tabla 7 Lista de contramutaciones de Vi investigadas

Numéracién Kabat del[Resto en la estructura | Resto correspondiente
resto humana (IGHV1-24 | en 6F6 murino
donante)

1 Q E
5 V Q
13 K E
24 Y G
27 Y F
28 T N
29 L |
30 T K
37 V L
410 A L
41 P T
48 M [
66 R K
67 V A
69 M L
71 E V
75 T S
76 D N
a3 A v
94 T S

Estrateqgia de humanizacién de la cadena ligera

Para la secuencia de la cadena ligera variable de raton de 6F6 se selecciond
una estructura receptora de linea germinal humana (IGKV2-28) que tenia un
79% de identidad (incluyendo las CDR) con la secuencia variable de la cadena
pesada de 6F6 de ratdon (SEC ID N.° 21) junio con la region J kappa 1 (Kabat:

WTFGQGTKVEIK) basandose en la similitud de las secuencia. Los primeros

el
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dos restos de los restos del minigen JK-1 entran en la regién de CDR3 y son
idénticos a los dos ultimos restos de la CDR3 de la cadena ligera de 6F6 de

ratédn.

Las CDR de la cadena ligera de 6F6 murino (usando la definicion de Kabat)
(SEC. ID. N% 4, 5 y 6) se injertaron en la estructura receptora humana
seleccionada anteriormente proporcionando una cadena ligera injertada recta
variable LO. Ademas se generd un conjunto de 13 variantes de cadena ligera
variable humanizadas basandose en la comparacion de las secuencias y en el
posible impacto sobre la funcion del anticuerpo. Se disefiaron las variantes de
la cadena ligera variable humanizada se variantes que comprendian
sustituciones en de una a cuatro posiciones que se elegian de entre las

posiciones; 8, 11, 43, 63, 64, 100 y 104 (numeracidén segun Kabat) (Tabla 8).

Tabla 8 Lista de contramutaciones de V| investigadas

Numeracién Kabat del | Resto en la estructura | Resto correspondiente
resto humana (IGHV1-24 | en 6F6 murino
donante)

8 P A

11 L N

43 S P

63 S T

64 G S

100 Q (JK-1) G

104 V (JK-1) L

Construccion de ADN de cadena pesada y ligera humanizado

Se sintetizaron regiones V humanizadas de novo mediante construccion con
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oligos superpuestos y por amplificacion mediante PCR o por mutagenesis
dirigida al sitio usando variantes existentes como plantilla. Se incluyeron los
sitios de restriccidn para la clonacién en los vectores de expresion de
mamifero RLD-bshe y RLN-bshe y una secuencia de sefal murina (Kabat y
cols "Sequences of Immunological Interest”, NIH, 1991, Quinta edicién, p3.0
95VNP'CL). Los productos de la PCR que codificaban las regiones V
humanizadas junto con las secuencias de senal y los sitios de restriccion se
clonaron después en marco en los vectores de expresion de mamifero: se
clonaron variantes de cadena pesada en RLD-bshe para generar ADN que
codificaba cadenas pesadas mutadas de Fc de IgG1 humana de longitud
completa; se clonaron variantes de cadena ligera en marco en el ADN gue
contenia RLN-bshe que codificaba la regién constante kappa humana

generando ADN que codificaba cadenas ligeras kappa humanas de longitud

completa.

Ejemplos representativos de expresion de combinaciones de anticuerpos

de cadenas pesadas y ligeras humanizadas

Se transfectaron células CHOK1 de forma transitoria a pequefa escala
inicialmente para evaluar las combinaciones de construcciones de ADN de
cadenas pesadas y ligeras humanizadas y en placas de 6 pocilios. Las células
CHOK1 se pasaron en DMEM F12, con 5% de suero bovino fetal con IgG ultra
reducida y glutamina 2 mM a confluencia en placas de 6 pocillos. Las células
confluentes se transfectaron con un total de 7,5 pg de ADN: 30 ug de lipido de
transfeccion (para un lipido adecuado véase el documento WO2006/053783)

en medio Optimem Glutamax (Invitrogen). Las células transfectadas se
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incubaron a 37 °C con 5% de COs. A las 72 horas se recolectaron los
sobrenadantes y se analizaron para determinar la concentracion de 6 pocillos y
después se analizaron para determinar su unién a Af humano mediante

ELISA.

Los anticuerpos humanizados también se expresaron a gran escala mediante
cotransfeccion de plasmidos de RLD y RLN que codificaban las cadenas
pesadas y ligeras en células CHO mediante electroporacién. Se selecciond
una poblacion policlonal estable de células que expresaban el anticuerpo
apropiado usando un medio sin nucledsidos. El anticuerpo se recuperd y se

purifico a partir del sobrenadante mediante FPLC con columnas de ProSepA

HiTrap.

Evaluacion de variantes de V4 humanizadas en un ELISA de unién de f-

amiloide

Se evaluaron 34 variantes de V4 humanizadas expresadas a pequefia escala
en cultivos de 6 pocillos para determinar su union al péptido AR (1-40)
humano. Las 34 cadenas p_esadas se analizaron combinadas con la cadena
ligera L2 (véase la Tabla 8 a continuacién). Algunas combinaciones con L2 si
expresaron el material de anticuerpo pere no se unieron a B-amiloide 1-40 vy
por lo tanto no pudieron generarse valores de CE50 para estas combinaciones.
Cuando fue posible generar valores de CES50, estos diferian entre los
experimentos pero variaban desde un aumento de aproximadamente 30 veces
en los valores de CESO0 a valores idénticos cuando se comparaban con el valor

de CES0 de la construccion quimérica usando las regiones V de 6F6 murino
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contenidas en cada experimento como referencia. Los restos 93 y 94
inmediatamente adyacentes a la definicion de Kabat de CDRH3 se
mantuvieron en todas las variantes humanizadas. Las posiciones 27-30 que
pueden considerarse, en términos estructurales, parte de CDRH1 (Chothia y
Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196(4). 901-917) proporcionaron una mejor union
cuando se contramutaron que las sustituciones en 93 y 94 solas. Era necesaria
una contramutacién en los dos restos 24 y 37 juntos para proporcionar una
union potente, sin cualquiera de estos dos restos, las variantes humanizadas
no se unian de forma eficaz al péptido AR (1-40) en este formato de ELISA y

cuando se combinaban con la cadena ligera L2. La Tabla 9 muestra las

- mejores variantes de V4 humanizadas en términos de propiedades de unién a

amiloide basandose en la combinacidn con la cadena ligera L2.
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Evaluacion de variantes de VL _humanizadas en un ELISA de unidn de §-

amiloide

Se evaluaron variantes de LO y V4 humanizadas expresadas a pequefia

escala en cultivos de 6 pocillos para determinar su union al péptido AR (1-40)
5 humano. Todas las variantes se analizaron combinadas con H11. LLa Tabla 10

resume todas las variantes de V|_funcionales generadas.

Tabla 10 Variantes de V|_ humanizadas seleccionadas

Variante de | Numeracion |8 [11[43[63[64[100] 104
VL segun

humanizada | Kabat

6F6 A NP |T S |G

IGKV-2-28 [P |L |[S [S |G [Q [V

LO

L2

L3

L4

L5

L6

L7
L8
L9

]
T U W
1
w
1
4

Z

L10

)
O W

L11

L12
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L13

L14

Las mejores combinaciones de V4 de las variantes de cadenas pesadas H11
con las cadenas ligeras L2 y L9, L10, L12 y L13 se examinaron con mas
cuidado. Para estos experimentos se usé material de anticuerpo purificado
generado en células CHO en suspension. Los resultados de dos experimentos
independientes con dos concentraciones de recubrimiento diferentes del

péptido AB (1-40) se muestran mas adelante en la Tabla 11.

Tabla 11 Valores de CE50 para la unién de las variantes humanizadas al

péptido AB (1-40)

K i 2
(pred) £ 0,009

Rt

0,06 £ 0,003

00430002 | 0048 %0,

0,205 + 0,008

0,119+ 0,005 0,102 £ 0,004 0,068 0,004
0,09 + 0,009 0,061 + 0,002 0,051 £ 0,002 0,04 +0,002
‘ 0,148 + 0,004 0,071 + 0,002 0,054 + 0,002 0,056 +0,001
10,1892 0,011 0,06 £ 0,003 0.055 £0.003 0.058 0,002
L13 0,224 + 0,008 0,064 + 0,002 0,056 £ 0,002 0.061 +0,002

Las concentraciones se refiere al péptido AR que se UsO para recubrr las
placas de microtitulacion; los valores que se muestran son de pociilos

duplicados y se muestra el ET para cada par.
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ELISA competitivo para determinar la union a g-amiloide 1-40 humano en

solucién

Se evaluaron 6F6¢ y los anticuerpos humanizados H11L2, H11L9, H11L10,
H11L12 y H11L13 para determinar su capacidad de -unirse al péptido AB1-40
en solucidon e inhibir la interaccién del péptido AR1-40 humano con anticuerpo
monoclonal de ratén 6F6 en un ELISA competitivo. Se preincubd una
concentracion constante de B-amiloide 1-40 biotinilado con cantidades diluidas
en serie de variantes humanizadas del anticuerpo 6F6. Después se afnadié la
mezcla que incluye amiloide en complejos y libre a los pocillos que contenian
anticuerpo monoclonal de ratdn 6F8 inmovilizado y se incubaron durante 15
minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y después se detectd
la cantidad de B-amiloide libre que todavia estaba disponible para unirse al

anticuerpo monoclonal 6F6 progenitor inmovilizado usando conjugado de

estreptavidina-HRP.

La Tabla 12 muestra los valores de CI50 de esta competicién para dos
experimentos independientes usando material,.de anticuerpo purificado. Todas
las variantes humanizadas fueron capaces de competir eficazmente para

unirse al anticuerpo monoclonal 6F6 progenitor con valores de CI50 muy

similares.

18s
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Tabla 12: Valores de CI50 para la competicion de variantes humanizadas
en su unioén a B-amiloide 1-40 humano con anticuerpo monoclonal 6F6

mediante ELISA

Exp 1 Exp 2

Variante CI150 pg/ml Error tipico CI50 ug/ml Error tipico
humanizada

6F6C 0,566 0.027 G.457 | £ 0,013
HITLZ 0.862 0,023 0,578 | £ 0,023
HT1LO 0,588 0,018 0,578 | £ 0,028
HITCI0 0.622 0,041 0,519 [ £0,016
=EEIRY] 0.561 0025 0.540 | £0,018
H11L13 0616 0,015 ~ 0531720023

Cinética de la unién_de variantes humanizadas determinada mediante un

ensayo de resonancia de plasmon superficial

Se determind la afinidad de las combinacicnes de cadenas pesadas y ligeras
usando un aparato Biacore T100. Se realizaron tres experimentos
independientes usando anticuerpo humanizado inmovilizado mediante chips
Biacore con superficie de proteina A e inyecéién de péptidos B-amiloide 1-40.
La molécula quimérica de 6F6 sirvio de molécula de referencia. Para esto se
inmovilizé Proteina A sobre un chip CM5 mediante acoplamiento de amina
primaria de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se capturaron
anticuerpos contra B-amiloide sobre esta superficie y después de un periodo
de estabilizacion se hizo pasar B-amiloide 1-40 humano a concentraciones de

256-2 nM en diluciones a la mitad. Se us6 una inyeccidén de tampon sobre la
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superficie del anticuerpo capturado como doble referencia del conjunto de
datos de acuerdo con la mejor practica Biacore. Las condiciones de
regeneracion ligeramente acidas elegidas eliminaron el anticuerpo pero no
afectaron significativamente la capacidad de la superficie de Proteina A de
realizar otro evento de captura. El trabajo se realizé en HBS-EP a 25 °C. Los
resultados se resumen en la Tabla 13 en términos de la media de los tres

experimentos.

Tabla 13 Datos de afinidad y cinetica para variantes de anticuerpo

humanizado purificadas seleccionadas

Construccion de | KD media [nM] ET
anticuerpo

6F6¢ 3,74 1,20
H11L2 9,57 2,31

H11L9 491 1,25
H11L10 5,57 1,66
H11L12 8,95 2,34
H11L13 7,41 2,39

Los dates muestran la KD media y e[ ET de tres experimentos independientes

Mapeo detallado de los epitopos del anticuerpo humanizado H11L9

Se realizd un mapeo detallado del epitopo de unién minimo del anticuerpo
humanizado monoclonal H11L9 usando el lector de placas SRU BIND (SRU
Biosytems). Se generaron tres conjuntos de péptidos, basandose en una

secuencia de 18 aminoacidos para el mapeo detallado del epitopo: a) un

181
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conjunto de péptidos barridos con alanina para el que 10 de los restos 27-37
se sustituyeron consecutivamente con un resto alanina; b) un conjunto de
péptidos truncados en el extremo N en el que se eliminaba sucesivamente un
resto det extremo N del péptido 18-mero empezando a partir del resto 23 y ¢)
un conjunto de péptidos truncados en el extremo C en el que se eliminaba
sucesivamente un resto del extremo C del péptido 18-mero empezando a partir

del resto 40.

Todos los péptidos se generarcn en el siguiente formato; Biotina-enlazador de
SGSG- PEPTIDO-amida, el enlazader se alargaba cuando era necesario para

asegurar que todos los péptidos eran 22-meros.

Se lavd una placa biosensora recubierta con estreptavidina (SRU Biosytems )
con PBS y se centrifugo baca abajo para eliminar el tampdn y después se lavé
con PBS, 0,1% de tween20 y 0,4% de acetonitrilo y se centrifugd boca abajo
para eliminar el tampén residual. Los pocillos se volvieron a suspender en 100
ul de PBS, 0,1% de tween20 y 0,4% de acetonitrilo y se leyeron en el lector de
placas SRU para establecer los valores iniciales. Después se eliminaron 50 l
del tampon y se afadieron 50 pl de péptido diluido y se dejo que se unieran.
La placa después se lavé con PBS dos veces y después se volvié a suspender
en 100 pl de PBS y se volvieron a medir los valores iniciales. Una vez se
hubieron establecido los valores iniciales, se eliminaron 50 pl de tampon y se
anadid H11L9 y un anticuerpo de control a una concentraciéon finai de 30
Hg/ml. Se controld la unién de los anticuerpos. Las placas se lavaron dos

veces con PBS y se volvieron a suspender en 100 ul de PBS, y las placas se

189



20

25

-1569-

volvieron a medir y se referenciaron de nuevo a la adicién de anticuerpo para
buscar moléculas con enlace débil que pudieran eliminarse mediante la etapa
de lavado. Se tomaron los niveles de union de la placa lavada y se analizaron

para determinar la union de los anticuerpos al conjunto de diversos peptidos.

La delecion en el extremo N de la regién no mostré efectos sobre la union
cuando se eliminaron los restos D23 a N27 de forma secuencial. La delecién
de K28 provoco una reduccion de la unidén en mas del 50% pero la delecién de
los restos G29 a A30 no redujo mas la union. La delecién del resto 131 y mas
alla suprimio totaimente la union. Esto definié la frontera del extremo N que
requeria K28 para la union completa. La delecion en el extremo C de la regién
no mostré efectos sobre la union cuando se eliminaron los restos V40 a L34 de
uno en uno. Sin embargo, la unién se suprimid completamente al eliminar la
posicién G33 y mas alla. Esto definio la frontera del extremo C que requeria al
menos el resto G33 para la unién. Por lo tanto, los datos de la delecién en los
extremos N y C tomados junto mapearon de forma detallada H11L9 al epitopo
minimo KGAIIG, restos 28-33, en el péptido B-amiloide. Esto confirma el
mapeo de péptidos superpuestos anterior de los epitopos con anticuerpo
monocional 6F6 pero la eliminacion del resto M35 parecid provocar un

descenso en la sefial de unién con 6F6.

El barrido de sustitucion con alanina de los restos N27 a G37 mostré que la
sustituciéon de los aminoacidos 132 y en particular G33 con alanina tenia el
mayor impacto sobre la unién. Estos datos también confirmaron los datos de

delecion del extremo C anteriores en los que G33 parecia ser crucial para la
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unidn de este anticuerpo. Los resultados se resumen en la Tabla 14 en forma

esquematica.

Tabla 14 Resumen esquematico del mapeo detallado de los epitopos para

H11L9

N." de residuo en heta 2 4 [25 126 |27 |8 [0 [30 31 2 |33 [ 136

amiloide D (v IG 8 N K |G A | | G L M

Aminoacido 0 W S PR N o X
Rarrido can alaninas e LI 2 \\k\\ ——TT—
Truncada en ¢l extremo N > \ SANNN IEMEREN SN IEAPRRS MARRE i
Truncado en el extremo C > PR T n Ml v T IS THIRIRN NSRS it IR

Resto no investigada en el conjunio de péptidos

Ningun impacto sobre fa union (similar a de un 18-mcro completo)
Unidn reducida

La eliminacién del resto provoca pérdida de la unian

.- No fue posible evaluar

Desinmunizacién del anticuerpo humanizado H11L9

Se realizd una evaluacion in vitro de los potenciales epitopos en células Th y
se sustituyeron restos seleccionados de la secuencia de aminoacidos de los
los dominios de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable (SEC
ID N.°. 24 y SEC ID N.°: 26 respectivamente) por restos alternativos para
destruir estos epitopos a la vez que se mantenia la funcionalidad. Las
posiciones 23, 30, 31, 38, 42, 61y 95 para Vh y los restos 11, 30, 52 y 53 para
VL se sustituyeron con los aminoacidos alternativos que se muestran en las

Tablas 15y 16 para cada posicion.
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Tabla 15 Sustituciones de aminoacidos seleccionadas en H11 de Vh

humanizada

Variante Numeracidén |23 (30131384261 |95
humanizada | segun

de Vh Kabat :

H11 KIKIVIR|G]|P |5

H36

H37

H38

H39

H40

H4T

H42

H43

H44

—H - -
o0
m

H45

H46

H47

H48

H49

H50

-~
1

m m m m m
1

H51
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Tabla 16 Sustituciones de aminoacidos seleccionadas en L9 de V_

humanizada

Variante de | Numeracion | 11| 30 |52 | 53
V0L segun
humanizada | Kabat

L9 N |1 S | N
L15 K- |-
L16 - D |-
L17 - |- |H
L18 K |D |H
L19 K D |H
L20 - |D |H
L21 K|D |-
L22 K |- | H

Las regiones V se sintetizaron mediante construccidn con oligos superpuestos
y amplificacion por PCR tal como se describe anteriormente o mediante
mutagénesis dirigida al sitio usando las variantes H11 y LS de cadena pesada
y ligera como plantillas. Se incluyeron los sitios de restriccion para la clonacion
en los vectores de expresion de mamifero RLD-bshe y RLN-bshe y una
secuencia de sefial murina (Kabat y cols "Sequences of Immunological
interest”, NiH, 1991, Quinta edicién, p3.0 95VNP'CL). Los productos que que
cedificaban las regiones V modificadas se clonaron después en los vectores de
expresion de mamifero: se clonaron variantes de cadena pesada en RLD-bshe

con el promotor pEF para generar ADN que codificaba cadenas pesadas
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mutadas de Fc de IgG1 humana de longitud completa; se clonaron variantes
de cadena ligera en marco en el ADN que contenia RLN-bshe con el promotor
pEF que codificaba la regidn constante kappa humana generando ADN que

codificaba cadenas ligeras kappa humanas de longitud completa.

Inicialmente, se expresaron variantes nuevas de Vh H36-H44 y se evaluaron
combinadas con la cadena hgera L9 y se expresaron y evaluaron nuevas
variantes de VL L15-L18 combinadas con la cadena pesada H11. Los
antic.uerpos expresados se analizaron para determinar su unién a beta
amiloide 1-40 sintético usando el sobrenadante de cultivo de expresion y
analisis por ELISA y Biacore. Después de esta evaluacidon, se combinaron los
cambios unicos que mejor mantenian la potencia de unidén generando
construcciones de cadenas pesada y ligera H4S-H51 y L18-L22 Estas nuevas
variantes de las cadenas se expresaron de nuevo combinadas con las
cadenas emparejadas H11 y L9 tal como se describe anteriormente. Para este
segundo conjunto de variantes, se combinaron las mejores cadenas pesadas
(H48-H51) o ligeras (L19-L21) entre si para generar un tercer conjunto que de
nuevo se expresd e investigdb mediante Biacore para determinar la cinética de
la unién a beta amiloide 1-40. La Tabla 17 muestra esas combinaciones y la

cinética de unién

193



-164-

Tabla 17: Conjunto seleccionado de construcciones desinmunizadas

humanizadas y cinética de unién (Biacore)

Construcciones [ka kd KD (nM)
H48L19 1,474E+5 4 643E-4 3,15
H49L19 1,549E+5 4, 780E-4 3,09
H50L19 1,333E+5 3,682E-4 2,76
H51L19 1,405E+5 3,717E-4 2,65
H48L20 1,024E+5 2,065E-4 2,02
H49L20 0, 967E+4 2,223E-4 2,23
H50L20 8,486E+4 2,122E-4 2,50
H51L20 9,646E+4 2,149E-4 2,23
H48L21 1,453E+5 2,922E-4 2,01
H49L21 1,405E+5 3,621E-4 2,58
H50L21 1,232E+5 2,671E-4 2,17
H51L21 1,383E+5 2,840E-4 2,05
H11LS (sup) 1,018E+5 2,517E-4 2,47
H11LE (pur) 1,013E+5 2,490E-4 2,46
Quimera 6F6|1,815E+5 1,809E-4 1,00
(pur)

Procedimiento Biacore que se uso para determinar la cinética de unién

El anticuerpo contra IgG humana (Biacore BR-1008-39) se acopld sobre un
chip biosensor CM5 mediante acoplamiento de amina primaria.- Los

anticuerpos contra beta amiloide se capturaron sobre esta superficie. Después
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se hizo pasar beta amiloide (1-40) a 256, 64, 16, 4 y 1 nM, usando 0 nM (es
decir, se hizo pasar tampén solo sobre la superficie del anticuerpo capturado)
como referencia doble. Entre cada inyeccion de amiloide, la superficie se
regenerd usando MgCl, 3 M, esto elimind el anticuerpo capturado pero no
afectd significativamente a ia capacidad de la superficie contra la proteina
humana de capturar anticuerpos en analisis posteriores. Los datos se
analizaron usando el modelo 1:1 inherente a la T100. El experimento se realizé

a 25 °C y 37 °C usando HBS-EP como tampon para el experimento.

A partir de este conjunto, se evaluaron también algunas construcciones para
determinar la cinética de su unién a temperatura fisiologica. La Tabla 18
muestra la cinética de unién de un subconjunto de estas construcciones a 37
°C.

Tabla 18: Subconjunto seleccionado de construcciones de la Tabla 17

evaluadas para determinar la cinética de unién a 37 °C (Biacore)

Construccion ka kd KD (nM)
H48L20 3,080E+5 1,091E-3 3,54
H50L20 2,704E+5 9,466E-4 3,50
H51L20 2,670E+5 1,037E-3 3,89
H48L21 3,776E+5 1,017E-3 2,69
H50L21 3,503E+5 9,463E-4 2,70
H51L21 3,384E+5 9.817E4 2,90
H48L17 2,839E+5 1,340E-3 4,72
H4GL17 3,439E+5 1,448E-3 4,21
H11L9 (sup) 2,970E+5 8,592E-4 2,89
H11L9 (pu) [3,261E+5 1,015E-3 3,11
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Secuencias de aminoacidos de las reqiones V de las estructuras

receptoras y variantes humanizadas

Region V de la estructura receptora de la cadena pesada de IGVH1-24,
secuencia de aminoacidos (SEC ID N.°: 13)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLEWMGG
FDPEDGETIYAQKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT

ADN de la region V de la estructura receptora de la cadena pesada de
IGVH1-24 (SEC ID N.°: 14)
CAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTCGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCT
CAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGTTTCCGGATACACCCTCACTGAATTATCC
ATGCACTGGGTGCGACAGGCTCCTGGAAAAGGGCTTGAGTGGATGGGAG
GTTTTGATCCTGAAGATGGTGAAACAATCTACGCACAGAAGTTCCAGGGC
AGAGTCACCATGACCGAGGACACATCTACAGACACAGCCTACATGGAGCT
GAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAACA

Secuencia de aminoacidos de la region V de la estructura receptora de la
cadena ligera de IGKV2-28 (SEC ID N.°: 16)
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLI
YLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTP

ADN de la region V de la estructura receptora de la cadena ligera de
IGKV2-28 (SEC ID N.°: 17)

GATATTGTGATGACTQAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGA

lqé
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GCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATG
GATACAACTATTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAG
CTCCTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTT
CAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGG
AGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCT

Secuencia de ADN de la regién variante V de la cadena pesada
humanizada de H11

(SEC ID N.°: 23)

CAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGGAGCCTGGGGCCT
CAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGGTTCCGGATTCAACATTAAGGTCTACTAT
GTGCACTGGCTGCGACAGCTTCCTGGAAAAGGGCTTGAGTGGATCGGAA
GGATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTATATATACCCCGAAATTCCAGGACA
AGGCCACCTTGACCGTAGACACATCTACAGACACAGCCTACATGGAGCTG
AGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGTTAGTTCGGG
CTACTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la regién variante V de la cadena pesada
humanizada de H11

(SEC ID N.°: 24)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIKVYYVHWLRQLPGKGLEWIGRID

PENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQ
GTLVTVSS
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Secuencia de ADN de la region variante V de la cadena ligera humanizada
de LS
(SEC 1D N.°: 25)

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCAATCCCGTCACCCCTGGAGA
GCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGCAAGAGTCTCCTACATAGGAATG
GCATCACCTATTTGTATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAG
CTCCTGATCTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGGGTCCCTGACAGGTT
CAGTAGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGG
AGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCGCTCAAAATCTAGAACTTTGGA
CGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de la regién variante V de la cadena ligera
humanizada de L9

(SEC ID N.°: 26)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY

QMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQG
TKVEIK

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de H11 maduro (SEC ID

N.°%: 27)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIKVYYVHWLRQLPGKGLEWIGRID
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PENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQ
GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de L9 maduro

(SEC 1D N.°: 28)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY
QMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQG
TKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL

QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC

ADN de la cadena pesada de H11 optimizado (SEC ID N.°: 29)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCC
AGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGGCAGCGGCTTCAACATCAAAGTGTACTA
CGTGQACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGGAAAGGGCCTGGAGTGGATTGG
CAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAG

49



20

25

-170-

GACAAGGCCACCCTGACCGTGGACACCAGCACCGACACCGCCTACATGG
AACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCGTGAG
CAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGAGCAGCGCCAG
CACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACC
AGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCG
AGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACAAGCGGGGTGCA
CACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGC
GTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCC
CAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCTGCCCCTGAA
CTGGCCGGAGCCCCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACA
CCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGT
GAGCCACGAGGACCCTGAGGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTG
GAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGGGAGGAACAGTACAACAGCA
CCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAA
CGGCAAAGAATACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCC
ATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCAGGGAACCCCAGG
TGTACACCCTGCCCCCCTCCCGGGACGAGCTGACCAAGAACCAGGTGTC
CCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAG
TGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTG
TGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGA
CAAGAGCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCAC

GAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCCG
GCAAG
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ADN de la cadena ligera de L9 optimizado {(SEC ID N.°: 30)

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCAATCCCGTGACTCCCGGCG
AGCCCGCCTCAATCAGCTGCAGGAGCAGCAAGAGCCTGCTGCACAGGAA
CGGCATCACCTACCTGTACTGGTATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCCC
CAGCTGCTGATCTACCAGATGTCCAACCTGGCCAGCGGCGTGCCCGACC
GGTTCTCTAGCAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAG
GGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGCGCCCAGAACCTGGAG
CTCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAACGTACGGTGG
CCGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAGAG
CGGCACCGCCAGCGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAG
GCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCC
AGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAG
CAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTAC

GCCTGTGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCT
TCAACCGGGGCGAGTGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena pesada de

H48 (SEC ID N.°; 59)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIHVYYVHWLRQLPEKGLEWIGRID

PENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQ
GTLVTVSS

Secuencia de ADN de la region variante V de la cadena pesada de H48
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(SEC ID N.°: 60)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCC
AGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGGCAGCGGCTTCAACATCCACGTGTACT
ACGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGAGAAGGGCCTGGAGTGGATTGG
CAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAG
GACAAGGCCACCCTGACCGTGGACACCAGCACCGACACCGCCTACATGG
AACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCGTGAG
CAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena pesada de

H49 (SEC ID N.°: 61)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIKTYYVHWLRQLPEKGLEWIGRID
PENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQ
GTLVTVSS

Secuencia de ADN de la regién variante V de la cadena pesada de H49

(SEC ID N.°: 62)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCC
AGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGGCAGCGGCTTCAACATCAAAACCTACTA
CGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGAGAAGGGCCTGGAGTGGATTGG
CAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAG
GACAAGGCCACCCTGACCGTGGACACCAGCACCGACACCGCCTACATGG
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AACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCGTGAG
CAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la regién variante de la cadena pesada de

H50 (SEC ID N.°: 63)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCTGSGFNIHVYYVHWLRQLPEKGLEWIGRID

PENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQ
GTLVTVSS

Secuencia de ADN de la regién variante V de la cadena pesada de H50

(SEC ID N.°: 64)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCC
AGCGTGAAGGTGAGCTGCACCGGCAGCGGCTTCAACATCCACGTGTACT
ACGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGAGAAGGGCCTGGAGTGGATTIGG
CAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAG
GACAAGGCCACCCTGACCGTGGACACCAGCACCGACACCGCCTACATGG
AACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCGTGAG
CAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de amincacidos de la regién variante de la cadena pesada de
H51 (SEC ID N.°: 65)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIHTYYVHWLRQLPEKGLEWIGRID
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PENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQ
GTLVTVSS

Secuencia de ADN de la regién variante V de la cadena pesada de H51

(SEC 1D N.°: 66)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGLC
AGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGGCAGCGGCTTCAACATCCACACCTACT
ACGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGAGAAGGGCCTGGAGTGGATTGG
CAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAG
GACAAGGCCACCCTGACCGTGGACACCAGCACCGACACCGCCTACATGG
AACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCGTGAG
CAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena ligera de

L19 (SEC ID N.°; 67)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGKTYLYWYLQKPGQSPQLLI

YQMDHLASGVPDRFSSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQ
GTKVEIK

Secuencia de ADN de la regidn variante de la cadena ligera de L19 (SEC
ID N.°: 68)

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCAATCCCGTGACTCCCGGCG
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AGCCCGCCTCAATCAGCTGCAGGAGCAGCAAGAGCCTGCTGCACAGGAA
CGGCAAGACCTACCTGTACTGGTATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCCC
CAGCTGCTGATCTACCAGATGGACCACCTGGCCAGCGGCGTGCCCGACC
GGTTCTCTAGCAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAG
GGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGCGCCCAGAACCTGGAG
CTCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAA

Secuencia de aminoacidos de la regién variante de la cadena ligera de

L20 (SEC ID N.° 69)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIY

QMDHLASGVPDRFSSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQG
TKVEIK

Secuencia de ADN de la region variante de la cadena ligera de L20 (SEC
ID N.°: 70)

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCAATCCCGTGACTCCCGGLG
AGCCCGCCTCAATCAGCTGCAGGAGCAGCAAGAGCCTGCTGCACAGGAA
CGGCATCACCTACCTGTACTGGTATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCCC
CAGCTGCTGATCTACCAGATGGACCACCTGGCCAGCGGCGTGCCCGACC
GGTTCTCTAGCAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAG
GGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGCGCCCAGAACCTGGAG
CTCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAA
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Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena ligera de

L21 (SEC ID N.°: 71)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGKTYLYWYLQKPGQSPQLLI

YQMDNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQ
GTKVEIK

Secuencia de ADN de la region variante de la cadena ligera de L21 (SEC
ID N.°: 72)

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCAATCCCGTGACTCCCGGCG
AGCCCGCCTCAATCAGCTGCAGGAGCAGCAAGAGCCTGCTGCACAGGAA
CGGCAAGACCTACCTGTACTGGTATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCCC
CAGCTGCTGATCTACCAGATGGACAACCTGGCCAGCGGCGTGCCCGACC
GGTTCTCTAGCAGCGGAAGCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAG
GGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGCGCCCAGAACCTGGAG
CTCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAA
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara como propiedad lo
contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Una proteina terapéutica de unién a antigenos que reconoce un epitopo

de péptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de B-amiloide.

2. Una proteina terapéutica de unidon a antigenos de acuerdo con la
reivindicacion 1 que reconoce un epitopo de péptido B-amiloide que contiene

los restos 28-34 6 28-33 de B-amiloide.

3. Una proteina terapéutica de unién a antigenos que reconoce un epitopo

de péptido B-amiloide que esta dentro de la regidn de los restos 28-35 de B-

amiloide.

4 Una proteina terapéutica de unién a antigenos como se reivindica en
una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la proteina de unién a

antigenos es un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos y/o derivade del

mismo.

5. Un anticuerpo terapéutico que es un anticuerpo o fragmento de unién a
antigenos y/o derivado del mismo que se une a péptido B-amiloide y que

comprende las siguientes CDR, o una variante de CDR del mismo:;

CDRH1: VYYVH (SEC ID N.°; 1)
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CDRH2: RIDPENGETIYTPKFQD (SEC ID N.%; 2)
CDRH3: SGY (SEC ID N.% 3)

CORL1: RSSKSLLHRNGITYLY (SEC ID N.° 4)
CDRL2: QMSNLAS (SEC ID N.°: 5)
CDRL3: AQNLELWT (SEC ID N.°: 6).

6. Un anticuerpo terapeutico de acuerdo con la reivindicacidén 5, en el que
la estructura de la cadena pesada receptora humana se deriva de IGHV1-24

(SEC ID N.°: 13) junto con una estructura 4.

7. Un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que
la secuencia de la estructura 4 es la que codifica el minigen JH4 humano
(Kabat):

YFDYWGQGTLVTVSS  (SECID N.°: 15)

y en el que la secuencia completa de la CDR3 de la cadena pesada la

proporciona la inmunoglobulina donante.

8. Un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que
la estructura de la cadena ligera receptora humana se deriva de IGKV2-28

(SEC ID N.°: 16) junto con una estructura 4.

9. Un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que

la secuencia de la estructura 4 es la que codifica el minigen JK-1 humano
(Kabat):
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WTFGQGTKVEIK (SEC ID N.% 18).

10.  Un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la reivindicacidn 5, en el que
la estructura de la cadena pesada receptora humana se deriva de IGHV1-24 y
del minigen JH4 y la estructura de la cadena ligera receptora humana se deriva
de IGKV2-28 y del minigen JK-1 que opcionalmente contiene una o mas
sustituciones de restos aminoacidicos en base a los restos correspondientes
que se encuentran en el dominio Vy del donante que tiene la secuencia: SEC
ID N.° 19 y el dominio V_ que tiene la secuencia: SEC ID N.°. 21 que
mantiene toda o sustancialmente toda la afinidad de unién del anticuerpo

donante por el péptido B-amiloide.

11.  Un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que
la estructura de la cadena pesada receptora humana tiene una o mas
sustituciones de restos aminocacidicos que se seleccionan a partir de los

siguientes restos (0 sustituciones conservadoras de los mismos):

Numeracion Kabat del | Resto en la estructura [ Resto correspondiente
resto humana (IGHV1-24 | en 6F6 murino
donante)

13

24

27

28

29

30

37

< - << XL O
X = Z7n o m o m
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40

41

48

66

67

69

71

75

76

93

4 >0 AmMzZ < x™Z Y >

94

< Z o <o XN A

12.  Un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que
la estructura de la cadena pesada receptora humana camprende los siguientes

restos (0 un sustituto conservador de los mismos):

Numeracion Kabat del [ Resto en la estructura | Sustitucion del resto
resto humana (IGHV1-24
donante) '

13 K E
24 V G
27 Y F
28 T N
29 L I
30 T K
37 V L
40 A L
48 M |
66 R K
67 V A
69 M L
71 E V




-181-

93

94

|

w

13. Un anticuerpo

terapéutico de acuerdo con

cualquiera de

las

reivindicaciones 10 a 12, en el que la estructura de la cadena ligera receptora

humana tiene una o mas sustituciones de restos aminoacidicos que se

seleccionan a partir de los siguientes restos (o sustituciones conservadoras de

los mismos):

Numeracion Kabat del

Resto en la estructura

Sustitucion del resto

resto humana (IGHV1-24
donante)
8 P A
11 L N
43 S P
63 S T
64 G S
100 Q (UK-1) G
104 V (JK-1) L

14.  Un anticuerpo terapeutico de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que

la estructura de la cadena ligera receptora humana comprende los siguientes

restos (o un sustituto conservador del mismo):

Numeracion Kabat del | Resto en la estructura | Sustitucion delresto |
resto humana (IGHV1-24
donante)
11 N
64 G S
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185. Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vu que tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.° 24 y un dominio V_ que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.% 26.
16.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vu gue tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.° 59 y un dominio V_ que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.° 67.

17.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 61 y un dominio V| que tiene la’

secuencia que se expone en la SEC ID N.% 67.

18.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.% 63 y un dominio V_ que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 67.

19.  Un anticuerpo terapeutico que comprende un dominio Vi que tiene ta
secuencia que se expone en la SEC ID N.%. 65 y un dominio V| que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.°%: 67.

20.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 59 y un dominio V|, que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.°%: 69.

27. Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la
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secuencia que se expone en la SEC ID N.°; 61 y un dominic V| que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 69.

22.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 63 y un dominio V| gue tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 69.

23.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vi que tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.°. 85 y un dominio V_ que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.% 69.

24.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.%: 59 y un dominio V| que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 71.

25, Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 61 y un dominio V_ que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.%: 71,

26.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vx que tiene la
secuencia que se expone en la SEC ID N.% 63 y un dominio V| que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.° 71,

27.  Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la

secuencia que se expone en la SEC ID N.%: 65 y un dominio V_ que tiene la
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secuencia que se expone en la SEC ID N.%: 71,

28.  Un anticuerpo terapéutico que comprende una cadena pesada que tiene
la secuencia que se expone en la SEC ID N.%: 27 y una cadena ligera que tiene

la secuencia que se expone en la SEC ID N.%; 28.

29.  Una composicion farmacéutica que comprende una proteina terapeutica
de unién a antigenaos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
4 o un anticuerpo terapéutico de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicacicnes 5 a 28.

30. Un procedimiento de tratamiento a un paciente humano que padece una
enfermedad relacionada con péptido [B-amiloide, procedimiento que
comprende la etapa de administrar a dicho paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de una proteina terapéutica de unién a antigenos de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o un anticuerpo

terapéutico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 28.

31.  Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacion 30, en el
que la enfermedad es enfermedad de Alzheimer, degeneracién macular senil

(AMD), glaucoma o formacién de cataratas dependiente de B-amiloide.

32.  Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacion 30 6 31, en
el que la proteina o anticuerpo de unién a antigenos se administra combinada

con un inhibidor de la via de complemento o un inhibidor de un activador de la
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via de complemento.

33. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina de unidn a
antigenos tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o
un anticuerpo tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 5-
28, y un inhibidor de la via de complemento o un inhibidor de un activador de

la via de complemento.

34, Un procedimienic tal como se reivindica en la reivindicacién 30, o una
composicion farmaceéutica tal como se reivindica en la reivindicacidn 33, en el
que el inhibidor de la via de complemento es un factor de complemento H,

(CFH) o un receptor de complemento 1 soluble, (sSCR1).

35. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 30, o una
composicién farmacéutica tal como se reivindica en la reivindicacién 33, en el

que el inhibidor de un activador de la via de complemento es un inhibidor de

factor de complemento D (CFD).

36. Uso de una proteina terapéutica de union a antigenos de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o un anticuerpo terapéutico de
acuerdo con una cuaiquiera de las reivindicaciones 6 a 28 en |a fabricacion de

un medicamento para el tratamiento de una enfermedad relacionada con

péptido B-amiloide.

37. Un uso tal como se reivindica en la reivindicacién 36, en el que la
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enfermedad es enfermedad de Alzheimer, degeneracion macular senil (AMD),

glaucoma o formacion de cataratas dependiente de B-amiloide.

38. Un anticuerpo biespecifico o fragmento biespecifico del mismo que tiene
una primera especificidad hacia:

a) un epitopo de péptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de B-
amiloide;

b) un epitopo de péptido B-amiloide que contiene los restos 28-34 de B-
amiloide;

c) un epitopc de péptido B-amiloide que contiene los restos 28-33 de f3-
amiloide; o

d) un epitopo en ia regién de restos 28-35 de B-amiloide,

y una segunda especificidad hacia un activador de la via de complemento.

39.  Una proteina de unidn a antigenos tal como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 1-4, un anticuerpo tal como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 6-28 o un anticuerpo biespecifico o fragmento
biespecifico del mismo tal como se define en la reivindicacién 38, para usar en

el tratamiento de una enfermedad relacionada con péptido B-amiloide.

40. Una proteina, anticuerpo o anticuerpo biespecifico o fragmento
biespecifico del mismo de unién a antigenos tal como se reivindica en la
reivindicacion 39, en la que |a enfermedad relacionada con péptido B-amiloide
es enfermedad de Alzheimer o una enfermedad o trastorno que afecta al ojo o

al nervio optico que se caracteriza por niveles de B-amiloide o depdsitos de B-
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amiloide elevadocs.

41.  Un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende un dominio V
que tiene la secuencia;: SEC ID N.°. 18 y un dominio V| gue tiene la secuencia:

SEC ID N.°: 21,

42. Una proteina de unién a antigenos (proteina A de unién a antigenos)
que compite con un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene
la secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 27 y una cadena ligera que tiene
la secuencia que se expone en la SEC ID N.°: 28 (anticuerpo B) para su union

a B-amiloide en un ensayo ELISA.

43. Una proteina A de unidn a antigenos tal como se reivindica en la
reivindicacion 42, en la que la proteina A de unién a antigenos y el anticuerpo

B estan presentes en cantidades equimolares.

44.  Una proteina A de unidn a antigenos tal como se reivindica en la
reivindicacion 42 o en la reivindicacién 43, en la que la presencia de proteina A
de union a antigenos reduce la union del anticuerpo B a B-amiloide en un

ensayo ELISA en mas de 10%, 20%, 30%, 40% o 50%.

45,  Una proteina A de uniéon a antigenos como se reivindica en una
cualquiera de las reivindicaciones 42-44 en la que B-amiloide se une a una

placa de inmunoensayo en un ensayo ELISA.
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46. Una proteina A de union a antigenos tal como se reivindica en la
reivindicacion 45, en la que la proteina A de union a antigenos reduce la unién
del anticuerpo B a B-amiloide unido a placas, mientras que un control no

especifico contra B-amiloide no se une.

47 Un anticuerpo que comprende cadenas pesada y ligera que
comprenden polipéptidos que son al menos 30%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idénticos a las secuencias de aminodacidos de las SEC ID N.°: 27, y SEC ID

N.© 28, respectivamente, en el que dicho anticuerpo se une a B-amiloide.

48.  Una proteina de unién a antigenos que se une a un péptido B-amiloide
biotinilado en el extremo C que comprende los restos 24-35 (SEC ID N.°: 10) o
28-39 (SEC ID N.% 11) de B-amiloide segun se determina mediante resonancia

de plasmén superficial, estando dicho péptido unido a un chip sensor con

estreptavidina.

49, Una proteina de union a antigenos que se une especificamente a B-

amiloide y requiere al menos un resto en la region 28-35 de B-amiloide para su

unién.

50.  Una proteina dé unién a antigenos tal como se reivindica en la
reivindicacion 49, en la que la proteina de unién a antigencs ademas requiere
para su union al menos un resto que flanquea o un resto estructuralmente

proximo a dicho al menos un resto en la regién 28-35 de B-amiloide.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ELLIS Jonathan Henry
FORD Susannah Karen
GERMASCHEWSKY volker
SODEN Peter Ernest
WATTAM Trevor Anthony Kenneth
ALARD Philippe Marc Louis
LEWIS Alan
THOMAS Pamela Joan

<120> Anticuerpos

<130> PB62764

<150> GB 0724185.4
<151> 2007-12-11

<150> GB (0806230.9
<151> 2008-04-04

<150> uUs 61/043839
<151> 2008-04-10

<160> 73
<170> rFastSEQ for windows version 4.0

<210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> aa de CDRH1

<400> 1
val Tyr Tyr val His
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> aa de CDRHZ

<400> 2
Arg 1le asp Pro Glu Asn Gly Glu Thr Ile Tyr Thr Pro Lys Phe GIn
1 5 10 15

ASD

<210> 3

<211> 3

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aa de CDRH3

<400> 3
ser Gly Tyr
i

<210> 4

249
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<211> 16
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> aa de CDRL1

<400> 4
Arg ser Ser Lys Ser Leu Leu His Arg Asn Gly Ile Thr Tyr &Eu Tyr
1 5 10

<210> §

<211> 7

<212> PRT

<213> Ssecuencia Artificial

<220>
<223> aa de CDRL2

<400> §
Gln Met Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> aa de CDRL3

<400> 6
Ala G1In Asn Leu Glu Leu Trp Thr
1 S

<210> 7

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> conjugado peptidico que contiene restos de beta amiloide
27-38 que se usan para inmunjzacién y tamizado

<400> 7
C{S Gly Gly Gly A;n Lys Gly Ala Ile Iée Gly Leu met val ?éy Gly
1

<210> 8

<21il> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ;eptﬁdo de ensayo que contiene restos de beta amiloide
4-34

<400> 8§
val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu
1 5 10

<210> 9
<211> 8
<212> PRT

210



<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencia Artificial

Péptido para el mapeo
restos 28-35

9

Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4 00>

10
15
PRT
Secuencia Artificial

Péptido para el mapeo
restos 24-35

10

val Gly Ser Asn Lys Gly Ala
1 5

«210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11

15

PRT

Secuencia Artificial

Péptido para el mapeo
restos 28-3%9

11

Lys Gly Ala Ile I}e Gly Leu
1

<210>
«211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

15

PRT

Secuencia Artificial

Peéptide para el mapeo
restos 31-42 -

12

Ile Ile Gly Leu Met val Gly
1 5

-191-

de epitopos que contiene beta amiloide

Met

de epitopos gque contiene beta amiloide

Ile Ile Gly Leu Met Gly ser Gly
10 15

de epitopos que contiene beta amiloide

Met val Gly Gly val Gly Ser Gly
10 15

de epitopos que contiene beta amiloide

Gly val val Ile Ala Gly Ser Gly
10 15

Jed



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

13
98
PR

T

Homo Sapiens

13

Gln val
1

ser val

Ser Met

Gly Gly
50
Gln Gly

65

Met Glu

ala Thr

<210>
<211>
<21le>
<213>

<400>

14
29

Gln
Lys
His
35

Phe
Arg

Leu

4

ADN
Homo

14

caggtccagce
tcctgeaagg
cctggaaaayg
gcacagaagt
atggagctga

<210>
<21l>
<212>
<213>

<4 Q0>

15
15

PRT
Hamo sapiens

15

Leu
val
20

Trp
Asp
val

ser

val
5
ser
val
Pro
Thr

ser
85

sapiens

G1In ser Gly
Cys Lys val
Arg GIn Ala
Glu Asp Gly
Met ihr Glu

Leu Arg ser

tggtacagtc tggggctgag
titccggata cacccteact
ggcttgagrg gatgggaggt
tccagggeag agtcaccatyg
gcagcctgag atctgaggac

Tyr Phe Asp Tyr Trp
1 S

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

16
10
PR

0
T

Homo sapiens

16

Asp Ile val

1
Glu Pro Ala

Asn Gly

Pro GIn
50
ASp Arg

65

Ser Arg

Leu GIn

<210>

17

Tyr
35

Leu
phe
val

Thr

<211> 300
<212> ADN

Met
ser
20

Asn
Leu
ser
Glu

Pro
100

Thr
5
Ile
Tyr
Ile
Gly

Ala
85

Gly GIn Gly

GIn Ser Pro

Ser Cys Arg

Leu Asp Trp

Tyr Leu Gly
55

ser Gly Ser

Glu Asp val

-192-

ala Glu val
ser Gly Tyr
25

Pro Gly Lys
Glu Thr Ile
Asp Thr Ser

Glu Asp Thr
80

gtgaagaage
gaattatcca
tttgatcctg
accgaggaca
acggecgtgt

Thr Leu val
10

Leu Ser Leu
ser ser GIn
25

Tyr Leu Gln
Ser Asn Arg
Gly Thr Asp

Gly val Tyr
90

Lys Lys Pro
Thr Leu Thr
Gly Leu Glu
Tyr :1a Gin
Thr Asp Thr

Ala val Tyr

<tggggcctc
tgcactgggt
aagatggtga
catctacaga
attactgrge

Thr val ser

Pro val Thr
ser Leu Leu
Lys Pro Gly
Ala ser Gly
Phe Thr Leu

Tyr Cys Met

Gly Ala
Glu Leu
Trp Met
Lys Phe
Ala Tyr

Tyr Cys
95

agtgaaggtc 60
gcgacagget 120
aacaatctac 180
cacagcctac 2490
aaca 294

ser
15

Pro Gly
15

His ser
Gln Ser
val Pro
Lys Ile

6ln Ala
95

422



<213> Homo

<400> 17

gatattgtga
atctcctgea
tacctgeaga
tceggggtec
agcagagtgg

<210> 18
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo

<400> 18

sapiens

tgactcagtc
ggtctagtca
agccagggea
ctgacaggtrt
aggctgagga

sapiens

tccactctcc
gagcctcctg
gtctccacag
cagtggcagt
tgttggggtt

Trp Thr Phe Gly G;n Gly Thr Lys
1

<210> 19
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus muscularis

<400> 19

Glu val Gln
1

ser val Lys

Tyr val His
35

Leu G;n Gln Ser Gly

Leu ser Cys Thr Gly

20

Trp Leu Lys GIn Leu

40

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Gly

50
GIn Asp Lys
65
Leu Gln Leu

Ala Thr Leu Thr val
70
Ser Ser Leu Thr ser

85

val ser Ser Gly Tyr Trp Gly GIn

<210> 20
<211> 336
<212> ABN

100

<213> Mus muscularis

<400> 20

gaggttcagc
tcctgcacag
actgagcagqg
accccgaaat
ctgcagctca
tactggggcc

<210> 21
«211> 111
<212> PRT
<213> Mus m

<400> 21
AiD Ile val

Thr ser Ala

ash Ggly Ile
35

Pro GIn Leu

50
Asp Arg Phe
65

tgcagcagtc
grtcrggett
gcctggaatg
tccaggacaa
gcagcctgac
aaggcaccac

uscularis

tggggcagag
caacattaag
gattggaagg
ggccactttg
atcrgaggac
tctcacagte

Met Thr Gln ser Ala
5

Ser Ile Ser Cys Arg
20

-193-

ctgceegtea
catagtaatg
ctcctgatet
ggatcaggca
tattactgca

val clu Ile
10

Ala Glu Leu
10

ser Gly phe

25

Thr 6lu GIn

Glu Thr 1le
Asp Thr ser

Glu Asp ala
a0

Gly Thr Thr

103

cttgtggagc
grctactatg
attgatcectg
acagtagaca
gctgecgtgr
tccteca

Phe Ser Asn
10

Ser ser Lys
25

Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln

Leu Ile Tyr Gln Met

Ser Asn Leu

Thr ser Ser Gly ser Gly Thr aAsp

70

75

cccetggaga
gatacaacta
atttoggttc
cagattttac
tgcaagctet

Lys

val Glu pro
asn Ile Lys

cly Leu Glu

gcecggectce 60

tttggattgg 120
taatcgggee 180
actgaaaatc 240
acaaacrcct 300

Gly Ala
val Tyr

Trp Ile

Tyr Thr Pro Lys Phe

60

ser Asn Thr Ala Tyr

Ala val Tyr

Leu Thr val

80
Tyr Cys
95

Ser Ser

110

€aggggeetc
tgcactgget
aaaatggtga
catcatccaa
actattgtgt

Pro val Thr
ser Leu Leu

Lys Pro Gly
45

Ala ser Gly

60

Phe Thr Leu

agtcaagttg 60
gaagcagrry 120
aactatatat 180
cacagcctac 240
ragttcggge 300

336

Leu Gly
His Arg
Gln Pro
val pro

Lys Ile
80

423
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ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly ;81 Tyr
85

Leu Glu Leu Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

100

<210> 22

<211> 333

<212> ADN

<213> Mus muscuiaris

<400> 22

gatattgtga tgacgcagltc tgcattctcce

atcrcctgca ggtctagcaa gagtctecta

tatctgcaga agccaggeca gectectcaa

tcaggagtcc cagacaggtt cactagcagt

agcagagtgg aggctgagga tgrgggrglt

acgttcggtg gaggcaccaa gcrggaaatc

<210> 23

<211> 336

<212> ADN

<213> secuencia Artificial

<220>

<223> ADN de vH de H1l

<400> 23

caggtccage tggtacagtc tgggocrgag

tcctgeaagg gtteccggatt caacattaag

cctggaaaag ggcttgagtg gatcggaagg

accccgaaat tccaggacaa ggcecaccttg

atggagctga gcagectgag atctgaggac

tactggogce agggcacact agtgaccgtg

<210> 24

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> aa de VH de H11

<400> 24

GIn val GIn Leu val GIn ser Gly

1 5
ser val Lys ga] Ser Cys Lys Gly
0
Tyr val His Trp Leu Arg G1n Leu
35 40

Gly arg Ile Asp Pro Glu Asn Gly
50 S5

GIn Asp Lys Ala Thr Leu Thr val

65 70

Met Glu Leu Sser ger Leu Arg ser

S
val ser Ser Gly Tyr Trp Gly GIn
100

<210> 25

<211> 333

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN de Vi de LS

<400> 25

105

aatccagtca
cataggaatg
ctcctgattt

gggtcaggaa
Tattactgtg

aaa

gtgaaggagc
gtctactatg
attgatcctg
accgtagaca
acggeegtgt

tcc

Ala
Ser
25

Pro
Glu
Asp
Glu

Gly
105

agc

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
ASp
Thr

val
Phe
Lys
Ile
ser
Thr

Leu

Tyr Cys Ala

Leu Glu Ile
110

ctcttggaac
gcatcaccta
atcagatgtc
ctgatttcac
crcaaaatct

crggggccte
tgcactgget
aaaatggtga
catctacaga
attactgtgt

Lys Glu Pro
Asn Ile Lys
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Thr Pro

60

Thr Asp Thr

Ala val Tyr

val Thr val
110

GIn Asn
95

Lys

atcagcttce
tttgtattgg
caaccttgec
tctgaaaatc
agaactitog

agtgaaggte
gcgacagctt
aactatatat
cacagcctac
tagttecgggce

Gly Ala
val Tyr
Trp Ile
Lys Phe
Ala Tyr
80
Tyr Cys

ser ser

60

120
180
240
300
333

60

120
180
240
300
336

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc aatcccgtca cccctggaga goccggeetec 60
atctcctgea ggrctagcaa gagtctccta cataggaatg gcatcaccta trtgtatigg 120

414



taccrtgraga agccagggea grctccacag crocctgatct atcagatgre caaccttgec 180
gtcc ctgacaggtt cagtagcagt ggatcaggca cagattttac actgaaaatc 240
agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgcg ctcaaaatct agaactrtgg 300

tcaggg

acgticggcce aagggaccaa ggtggaaatc aaa

<210>
<211>
<212»
<213>

<220>

26

111

PRT

secuencia artificial

<223> aa de vL de L9

<400>
asp 11
1

Glu Pr
asn Gl
Pro Gl

S0
Asp Ar

Ser Ar

Leu G1

<210>
<211>
<21l2>
<213>

«220>
<223>

<400>
Gln va
1

26
e val Met Thr GIn Ser Pro Leu
S
o Ala Ser Ile Ser Cys Arg ser
20 25
y Ile Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr
35 40

n Leu Leu Ile Tyr GIn Met Ser.

g Phe ser Ser Ser Gly ser Gly

g val Glu Ala Glu Asp val Gly
85

u Leu Trp Thr Phe Gly GIn Gly

100 108

27

442

PRT

secuencia artificial

aa de cadena pesada de H11l

27
1 GIn Leu val GIn Ser Gly ala
S

ser val Lys val Ser Cys Lys Gly Ser

20 25

Tyr val His Trp Leu Arg GIn Leu Pro

35 40

Gly arg Ite Asp Pro Glu Asn Gly Glu

50

Gln As
65
met &1

p Lys Ala Thr Leu Thr val asp
70
u Lew Ser Ser Leu Arg Ser Glu
85

val ser ser Gly Tyr Trp Gly GIn Gly

100 105

ala ser Thr Lys Gly Pro Ser val phe

ser Th

115 120
r Ser Gly Gly Thr-aAla Ala Leu

130 135
Phe Pro Glu Pro val Thr val ser Trp

145

150

Gly val His Thr Phe Pro ala val Leu

165

Leu Ser Ser val val Thr val Pro ser

Tyr I}

Lys va
21
pro al
225
Lys Pr

180 185

e Cys asn val Asn His Lys Pra
195 200
1 Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
0 215
a Pro 6lu Leu Ala Gly Ala Pro
230
o Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245

ser
ser
Leu
Asn
Thr
val
Thr

Glu
Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Thr
Pro
Gly
ASn
Glin
170
Ser
ser
Thr
Ser

Arg
250
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Asn
Lys
Gln
Leu
Asp
75

Tyr

Lys

val
Phe
Lys
Ile
ser
75

Thr
Leu
Leu
Cys
ser
155
ser
Ser
Asn
His
val

235
Thr

Pro
ser
Lys
Ala
Phe
Tyr

val

Lys
Asn
Gly
Tyr
Thr
ala
val
Ala
Leu
140
Gly
ser
Leu
Thr
Thr
220
Phe

Pro

val
Leu
Pro
45

ser
Thr
Cys

Glu

Glu
Ile
Leu
45

Thr
Asp
val
Thr
Pro
125
val
ala
Gly
Gly
Lys
205
Ccys
Leu

Glu

Thr
Lteu
Gly
Gly
Leu
Ala

Ile
110

Pro
Lys
Glu
Pro
Thr
Tyr
val
110
ser
Lys
Leu
Leu
Thr
190
val
Pro

Phe

val

Pro
15

His
Gln
val
Lys
Gin

95
Lys

Gly
val
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

ser
ser
Asp
Thr
Tyr
175§
Gln
ASD
Pro
Pro

Thr
255

Gly
Arg
Ser
Pro
Ile

ASn

ala
Tyr
Ile
phe
Tyr
Cys
ser
LYs
Tyr
Ser
160
ser
Thr
Lys
cys
Pro

240
Cys

333

449



val
Tyr
Glu
His
305
LYyS
aln
Leu
Pro
Asn
385
Leu

val

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

val
val
Gln
290
Gln
Ala
Pro
Thr
ser
370
Tyr'
Tyl"
Phe

Lys

<220>

<223>
<400

ASD
1
Glu
AsSn
Pro
Asp
65
ser
Leu
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

val

Ile
Pro
Gly
Gln
50

Arg
Arg
Glu
val
Lys
130
Arg
AsSn
Ser
Lys

Thr
210

<210> 29
<211> 13

<212>
<213>

<220>

28

218
PRT
secuencia artificial

val
ASp
275
Tyr
AsSp
Leu
arg
Lys
355
ASp
Lys
Ser

Ser

ser
435

val
Ala
Ile
35

Leu
Phe
val
Ley
Ala
115
Ser
Glu
ser
Leu
val

195
Lys

26

ADN .
Secuencia

Asp
260
Gly
Asn
Trp
Pro
GTu
340
ASDN
ile
Thr
Lys
cys

420
Leu

Met
ser
20

Thr
Leu
ser
Glu
Trp
100
Ala
Gly
Ala
Glin
ser
180
Tyr

Ser

val
val
Ser
Leu
Ala
325
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
405
Ser

Ser

Thr
5
Ile
Tyr
Ile
Ser
Ala
85
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
165
Ser
Ala

phe

Ser
Glu
Thr
Asn
310
Pro
Glin
val
val
Pro
350
Thr
val

Lau

His
val
Tyl"
295
Gly
Ile
val
ser
Glu
375
Pro
val

Met

ser

Glu
His
280
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
360
Trp
val
ASp
His

Pro
440

aa de cadena pesada de L9

28

GIn ser Pro

Ser
Leu
Tyr
ser
70

Glu
phe
ser
ala
val
150
ser
Thr
Cys

AsSn

Cys
Tyr
GlIn
55

Gly
ASp
Gly
val
ser
135
Gln
val
Leu
Glu

Arg
215

Aartificial

Arg
Trp
40

Met
ser
val
GlIn
Phe
120
val
Trp
Thr
Thr
val

200
Gly
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Asp
265
Asn
val
Glu
Lys
Thr
345
Thr
Glu
Leu
LysS
Glu

425
Gly

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Gly
Gly
105
Ile
val
Lys
Glu
Ley
185
Thr

Glu

Pro
Ala
val
Tyr
Thr
330
Leu
cys
Ser
ASp
Ser
410
Ala

Lys

ser
10

Ser
Leu
Asn
The
val
90

Thr
Phe
Cys
val
Gln
170
ser
His

Cys

Glu
Lys
ser
Lys
315
Ile
Pro
Leu
Ash
ser
395
Arg

Leu

Asn
Lys
Gln
Leu
Asp
75

Tyr
Lys
fro
Leu
AsD
155
Asp
Lys

GIn

val
Thr
val
300
Cys
Ser
Pro
val
Gly
380
Asp
Trp

His

Pro
ser
Lys
Ala
60

Phe
Tyr
val
Pro
Leu
140
Asn
Ser
Ala

Gly

Lys
Lys
285
Leu
Lys
Lys
ser
Lys
365
Gln
Gly
Gln

AsSn

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Glu
Ser
125
Asn
Ala
LYS
Asp

Leu
205

Phe
270
Pro
Thr
val
Ala
Ar

35

Gly
Pro
ser

Gln

His
430

Thr
Leu
Gly
Gly
Leu
Ala
Ile
110
ASp
Asn
Leu
Asp
Tyr
180

ser

Asn
Arg
val
ser
353
ASp
phe
Glu
Phe
Gly

415
Tyr

Pro
15

His
GlIn
val
Lys
GlIn
95

Lys
Glu
Phe
GIn
ser
175
G¢lu

ser

Trp
Glu
Leu
Asn
320
Gly
Glu
TYr
Asn
Phe
400

AsSn

Thr

Gly
Arg
ser
Pro
Ile
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
ser
160
Thr
Lys

Pro

226
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<223> ADN de cadena pesada de H1l (optimizado)

<400> 29
caggtgcagc
agctgcaagg
cCCggaaaqgqg
acccccaagt
atggaactga
tattgggocc
TICCCCCTGY
gtgaaggact
ggggrgcaca
gtgacagrgc
cccagcaaca
tgcecoocect
aagcecaagg
gtgageccacyg
aacgccaaga
ctgaccgtge
aaggccctge
ccccaggtgr
acctgrctgg
cageccegaga
ctgtacagca
agcgrgatge
ggcaag

<210> 30
<211> 654
<212> ADN

tcgtgecagag cggegecgag
gcagcggett caacatcaaa
gcetggaglg gattggeagg
tccaggacaa ggoraccctg
gcagcctgag gtccgaggat
agggcacact agtgaccgtg
cccccageag caagageace
actrececga goecgtgacc
cerrcceege cgrgergeag
ccagcageag ccrgggcace
ccaaggtgga caagaaggtg
gccectgecce tgaactggee
acaccctgat gatcagccgg
aggaccctga ggtgaagtic
ccaagecocg ggaggaacag
tgcaccagga ctggctgaac
ctgecoccecat cgagaaaace
acaccctygcc cccctecegg
tgaagggctt ctaccccage
acaactacaa gaccaccccc
agcrgaccgt ggacaagage
acgaggccct gracaaccac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de cadena ligera de L9

<400> 30

gacatcgtga
atcagctgca
tatctgeaga
agecggcgtge
agcagggrag
accttcgace
atcrtcecce
aacaacttct
ggcaacagee
agcaccctga
acccaccagg

<210> 31
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus muscularis

<400> 31

tgacccagag cccactgage
ggagcagcaa gagecctgetyg
agccecggeca gageccecag
ccgaccggtt crctagcage
aagccgagga cgrgggcgtg
agggcaccaa ggtggagatc
ccagcgatga geagetgaag
acccccggga ggecaaggte
aggagagcgt gaccgagcag
cccrgageaa ggecgactac
gccrgrecag ccccgtgace

Glu val Gln Leu G1n
5

1
Ser val Lys

Tyr val His
35
Gly Arg Ile
50
GIn Asp Lys
65
Leu GIn Leu

val Ser ser

<210> 32

Leu Ser
20
Trp Leu

Asp Pro

Ala Thr

Ser Ser
85

Gly Tyr
100

Gln ser Gly
Cys Thr gly

gtgaaagaac
gtgtactacg
atcgacceceg
accgtggaca
accgeogtet
agcagcgeca
agcggcggea
grgtcctgga
agcageggec
cagaccraca
pagcccaaga
ggagcccect
acccccgagg
aattggtacyg
tacaacageca
ggcaaagaat
atcagcaagg
gacgagctga
gacatcgceg
cctgtgetgyg
cggtggeage
tacacccaga

ccggegecag
tgcactgget
agaacggega
ccagecaccpa
acractgegt
gcaccaaggg
cagccgeect
acagcggage
tgracagect
tcrgcaacgt
gctgcgacaa
cecgtgttect
tgacctgegt
tggacggegt
cctaccgggt
acaagtgcaa
ccaagggeca
ccaagaacca
tggagtggga
acagcgacgg
agggcaacgt
agagcctgag

(optimizado)

aatcccgtga
cacaggaacg
ctgctgatct
ggaagcggea
tactactgcg
aaacgtacgg
agcggecaccg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaagcaca
aagagcttca

ala Glu Leu

ser Gly pPhe

Lys Gln Leu Thr Glu GIn

Glu Asn Gly
Leu Thr val
70

Leu Thr Ser

Trp Gly GIn

Glu Thr 1le

Asp Thr ser

Glu Asp Thr
9

Gly Thr Thr
105

ctceccggega
gcatcaccta
accagatgtc
ccgacttcac
cccagaacct
tggregeeec
ccagegtggt
tggacaatge
actccaccta
aggtgtacgc
accggggcga

val Lys Pro
Asn Ile Lys
Gly Leu Glu
45

Tzr Ala Pro
6

ser Asn Thr
Ala val Tyr

teu Thr val
110

cgtgaaggtg
gaggcagetg
gaccatctac
caccgoctac
gagcagcggg
ccecagegrg
gggctgecetyg
cctgacaage
gagcagegtg
gaaccacaag
gacccacacc
gttccccecce
ggtggtggac
ggaggtgecac
ggtgtccgtg
ggtgtccaac
gcccagggaa
ggtgtccctg
gagcaacggce
cagcttettc
gttcagctge
cctgtceccc

gceegectea
cctgractgg
caacctggec
cctgaagate
ggagetctgg
cagcgtgrte
gtgtcrgerg
cctgcagage
cagcectgage
ctgtgaqgig
gtoc

Gly ala
val Tyr
Trp Ile
Lys Phe
Ala Tyr
80
Tyr Cys
a5
ser Ser

223



<211> 336
<212> ADN

<213> Mus muscularis

<400> 32
gaggttca

gc

tcctgeacag

actgagca
gccccgaa
crgecaget
tactgogy
<210> 33

<211> 11
<212> PR

<213> Mus muscularis

<400> 33

Asp Ile
1

Thr ser

Asn Gly

Pro GIn
50

Asp Arg

65

ser Arg

Leu Glu

<210> 34
<21il> 33
<212> AD

99
at
ca
cc

1
T

val
Ala
Ile
35

Leu
Phe
val

Leu

3
N

tacagcagtc tggggcagag
grtctggctt caacattaag
gcctggaatg gattggaagg
tccaggacaa ggecactteg
gcagcctgac atctgaggac
aaggcaccac tctcacagtce

Met
Ser
20

Thr
Leu
Thr
Glu

Trp
100

Thr
5
1le
Tyr
Ile
Ser
Ala

85
Thr

Gln ser Ala
ser Cys Arg
Leu Tyr Trp

40
Tyr G1n Met
ser Gly Ser
Glu Asp val

Phe Gly Gly

<213> Mus muscularis

<400> 34
gatattgt
atctecctyg

ga
ca

tatctgcaga

tcaggagt
agcagagt
acgttcdg

<210> 35
<211> 11
<212> PR

cc
g9
tg

2
T

tgacgcagte tgcattctec
ggtctagtaa gagtctccta
agccaggceca gtctccrcag
cagacaggtt cactagcagt
aggctgagga tgrgggrgtt
gaggcaccaa gctggaaatc

<213> Mus muscularis

<400> 35

Glu val GIn Leu

1
ser val

Tyr Ile

Gly Arg
S0

GIn Gly

65

Leu His

val Thr

<210> 36

Lys
His
35

Ile
Lys
Leu

ser

<211> 336

Leu
20

Trp
Asp
Ala
ser

Gly
100

GIn
5
Ser
Leu
Pro
Thr
Ser

85
Tyr

GIn ser Gly
Cys Thr Ala
Lys GIn Leu
40
Glu Asn Gly
Leu Thr val
70
Leu Thr Ser

Trp 6ly GIn

-198-

¢ttgtgaage
gtctactatg
attgatcctg
acagtagaca
actgcegtet
tcctea

Phe
ser
Tyr
ser
Gly
Gly

Gly
105

ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
val

Thr

Asn
Lys
Gin
Leu
ASD
75

Tyr

Lys

aatccagtca
cataggaatg
ctcctgattt
gggtcaggaa
tatractgtg
aaa

Ala
Ser
Thr
Glu
Asp
Glu

Gly
105

Glu
Galy
Glu
Thr
Thr
ASD

Thr

val
Phe
GIn
Lys
ser
Thr
Thr

caggggectc
tgcactgget
aaaatggtga
catcatccaa
attattgtot

Pre val Thr

Ser Leu Leu
30
Lys Pro Gly
45
Ala ser Gly
60
Phe Thr Leu

TYr Cys Ala

Leu Glu Ie

agtcaagttg 50
gaagcagttg 120
aactatatat 180
cacagcctac 240
tagttcgggc 300
336

Leu
15

His
GIn
val
Lys
GlIn

gs
Lys

110

ctcttggaac
gcatcaccta
atcagatgtc
ctgatttcac
ctcaaaatct

atcagcrtcc
tttgtattgg
caaccttgec
TCtgaaaatc
agaactttgg

val Lys Pro Gly

Asn Ile Lys
Gly Leu Glu
Tyr val Prao
60

ser Asn Thr
Gly val Tyr

Leu Thr val
110

val
Trp
Lys
Ala
Tyr

Ser

Gly
Arg
ser
Pro
Ile

Asn

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

Ser

60

120
180
240
300
333

228



<212> ADN
<213> Mus m

<400> 36

gaggttcage
tectgcacag
actgagcagg
gtccecgaaat
ctgcacctca
tactggggec

<210> 37
<211> 111
<212>» PRT
<213> Mus m

<400> 37

Asp Ile val
1

Thr Ser Ala

Asn Gly Ile
35
Pro Gin Leu
50
Asp Arg Phe
65
ser Arg val

Leu Glu Leu

<210> 38
<211> 333
<212> ADN

uscularis

tgragcagtc
crrctggett
gcctragaatg
tccagggeaa
gcagccetgac
aaggcaccac

uscularis

tgggocagag
caacattaaa
gattggaaqg
ggccacttta
atctgaggac
tctcacagte

Met Thr Gln Ala Ala
5

ser Ile ser Cys Arg

20

Thr Tyr Leu Tyr Trp

40

Leu Ile Tyr GIln Met

ser ser Ser Gly ser
70
Glu Ala Glu Asp val

85

Trp Thr phe Gly Gly

100

<213> Mus muscularis

<400> 38

gatattgtga
atctcctigea
tatctgcaga
tcaggagtce
agcagagurgg
acgtteggteg

<210> 39
<211> 112
<212> PRT

tgacgcaggce
ggtctagtaa
agccaggeca
cagacaggtt
aggcrgagga
gaggcaccaa

<Z13> Mus muscularis

<400> 39

Glu val Gln
1

Ser val Lys

Tyr val His
) 35

Gly Arg Ile
50

GIn Gly Lys

65

Leu GIn Leu

val ser Ser

<210> 40
<211> 336
<212> ADN

tgcattctee

-199-

gttgtgaage
gtcractata
attgatcctg
acagtagaca
actggegtet
tcctea

Phe Ser Asn
Ser ser Lys
25

Tyr Leu GIn
Ser Asn Leu
Gly Thr Asp
Gly val Tyr

Gly Thr Lys
105

aatccagtcg

gagtctccta catagtaatg

gtctcetcag
cagtageagt

ctcctgattt
gggtcaggaa

tToTgggtgtt tartactgrg

gctggaaatce

Leu G;n Gln ser Gly

Leu ser Cys Thr Gly

20

Trp Leu Lys GIn Leu

ASp Pro Glu Asn Gly

Ala Thr Leu Thr val
70
Asn Ser Leu Thr Ser

85

Gly Tyr Trp Gly Gin

100

aaa

ala Glu Leu
ser Gly phe
Thr Glu GIn
Glu Thr Leu
Asp Thr ser
Glu Asp Thr

Gly Thr ser
105

caggggcctc agtcaagttg 60
tccactggtt gaagcagttg 120
aaaatggtga aactaagtat 180
carcctccaa cacagecrac 240
attactygtgrt tacctcggoc ggg

Pro
ser
Lys
Ala
60

Phe
Tyr

Leu

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
cys
Glu

Ala Leu Gly

Leu His Ser

Gly Gin ser

Gly val Pro

teu Arg Ile

Ala Gln Asn
95

Ile Lys
110

ctctrggaac atcagcttcc 60

gcatcactra tttgtattgg 120

atcagatgtc caaccttgec 180

ctgatttcac actgagaatc 240

ctcaaaatct agaactttgg 300
3

val
Asn
Gly
Tyr
60

Ser

Ala

Leu

Glu
Ile
Leu
Thr
Asn
val

Thr

Pro Gly Ala
Lys val Tyr
30

Glu Trp Ile
Pro Lys Phe
Thr Ala Tyr

80
Tyr Tgr Cys
9

val ser ser
110

239



<213> Mus muscularis

<400> 40

gaggttcagc tgcagcagt
tcctgecacag gtretgget
actgagcagg goectggaat
accccgaaat tccagggea
ctgcagectca acagcctga
tactggggecc aaggcacct

<210> 41
<211> 111
<212> PRT
<213> Mus muscularis

<400> 41
Asp Ile val Met Thr
1 5
Thr ser Ala ser Ile
20
Asn Gly Ile Thr Tyr

Pro GIn Leu Leu Ile
50

Asp Arg Phe Thr Ser
65

ser Arg val Glu Ala

85
Leu Giu Leu Trp Thr
100

<210> 42

<211> 333

<212> ADN

<213> Mus muscularis

<400> 42

C tggggcagag
t caacattaag

g gattggaagg
a ggccactttg
C atctgaggac
¢ tctcacagtc

Gln ser Ala
ser Cys Arg
Leu Tyr Trp
Tyr GIn Met
ser Gly Ser
Glu Aasp val
Phe Gly Gly

gatattgtga tgacgcagtc tgcattctec

atctcectgca ggtctagca
tatctgcaga agacaggec
tcaggagtcc cagacaggt
agcagagtgg aggctgagg
acgrtcggtg gaggcacca

<210> 43
<211> 112
<212» PRT
<213> Mus muscularis

<400> 43
Glu val GIn Leu GIn
S

ser val Lys Leu Ser
20
Tyr Ile His Trp Leu
35
Gly Arg Ile Asp Pro
50
ggg Gly Lys ala Thr
Leu GIn Leu Ser Ser

85
val Thr ser Gly Tyr
100
<210> 44
<21l> 336
<212> ADN

<213> Mus muscularis

a gagtctccta
a gtctectcag
t cactagcagt
a tgtgggtgtt
a gcrggaaatc

Gln ser Gly
Cys Thr Ala
Lys GIn Arg
Glu Asp Gly
teu Thr Ala
70

Leu Thr Ser

T™rp

-200-

cttgtygage
gtctactatg
attgatcetg
acagtagaca
actgecgtet
tcctca

phe ser Asn
Ser Ser Lys
25

Tyr Leu Gln
Ser Asn Leu
Gly Thr Asp

75

Gly val Tyr

Gly Thr Lys
105

aatccagtca
cataggaatg
ctecctgattt
gggtcaggaa
tattactgtg
aaa

Ala Glu Phe
ser Gly Phe
Thr Asp G1n
Glu Thr Lys
Asp Thr Ser

Glu asp Thr

Gly GIn Gly Thr Thr

105

caggggectc
ttcactgget
agaatggtga
catcatccaa
attattgtgt

Pro
ser
Lys
Ala
Phe
TYr

Lau

val
Leu
Pro
Ser
Thr
cys
Glu

Thr
Leu

Gly

agtcaagttg 60
gaagcagttg 120
aactctatac 180
cacagcctrac 240
tagttcggge 300

336

Leu Gly
His Arg

Gln Ser

Gly val Pro

Leu

Lys Ile

Ala 61n Asn

Ile
110

ctctrtggaac
gcatcaccta
atcagatgtc
ctgatttcac
ctcaaaatct

val
Asn
Gly
Phe
Ser
Gly

Leu

Arg
Ile
Leu
Gly
A5N
val

Ser

Pro
Lys
30

GTu
Pro
Thr
Tyr

val
110

Lys

atcagcettec 60
ttrgtattgg 120
caaccttgee 180
tctgaaaatc 240
agaactrtgg 300

333

Gly Ala
Thr Tyr
Trp Ile
Lys Phe
Ala ser

80
Tyr Cys

ser Ser




<400> 44

gaggtteage

Tcctgeacag
actgaccagg
ggcccgaaat
ctacaactca
tactgggacc

<210> 45
<211> 11

<212>
<213>

<400> 45

ASD
1
Thr
Asn
Pro
ASD
65
ser

Leu

Ile
ser
Gly
GIn
50

Arg
Arg

Glu

<210> 46
<211> 33
<212> AD

<213>

<400> 46
gatattgtga
atcrectgea
tatctgcaga
tcaggagtcc
agcagagtgg
acgttcggtg

<210> 47
<211> 11
<212> PR

<213>

<400> 47

Glu
1
ser
TYyr
Gly
Gln
65
Leu

val

val
val
val
Arg
50

ASD
His

ser

<210> 48
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus muscularis

1

PRT
Mus muscularsis

val
Ala
Ile
35

Leu
Phe
val

Leu

3
N

2
T

tgcagcagtc tggggcagag

CTTCTggett caacattaaa
gcetggagtg gattggaagg
tccggggoaa ggecactrta
gcagtctgac atcrgaggac
aaggcaccag tctctcagte

Met Thr ¢Iln Ala Ala
5

ser
20

Thr
Leu
ser
Glu

Trp
100

Ile
Tyr
Ile
ser
Ala

85
Thr

Mus muscularis

ser Cys Arg
Leu Tyr Trp
40
Tyr GIn Met
ser Gly ser
Glu Asp val

Phe Gly Gly

tgacgcagge tgcattctce
ggtctagtaa gagtctccta
agccaggeca gtctcctcag
cagacaggtt cagtagcagrt
aggctgagga tgtgggrgte

gaggcaccaa

Mus muscularis

gctggaaatc

Gln Leu GIn GIn Ser Gly
5

Lys
His
35

Ile
Lys
Leu

Ser

Leuy Ser cys Thr Gly

20

Trp Leu Lys GIn Leu

Asp Pro Glu Asn Gly

Ala Thr Leu Thr val
70
Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr

85

Gly Tyr Trp Gly GlIn

100

-201-

ttrgtgagge
acctactata
attgatcccg
acagcagaca
actggcgrer
tectea

Phe Ser Asn
10
ser Ser Lys

Tyr Leu G1n
Ser Asn Leu
Gly Thr Asp

Gly val Tyr
90

Gly Thr Lys

105

aatccagtca
catagtaatg
cTcrrgattt
gggtcaggaa
tattactgrg
aaa

Ala Glu Leu
Sser Gly phe
25

Thr Glu Gin
Glu Thr Lys

Asp Thr ser

Gly Thr Thr
105

caggggcetce
tTacactgget
aggatggtga
catccrccaa
attactgtgt

Pre val Thr

ser Leu Leu

agrcaagtra 60

gaaacagagg
aactaaattt
cacagectec
tacctcggge

Leu Gly
15
His ser

Lys Pro Gly Gln Ser

45

Ala ser Gly val Pro

phe Thr Leu

Tyr Cys Ala

arg Ile

Gln Asn
95

Leu Glu Ile Lys
110

ctcttggaac
gcatcactta
atcagatgtc
ctgattrcac
ctcaaaatct

atcagcctec
ttrgtatrgg

caaccrtgee
actgagaatc
agaactttgg

val
Asn
Gly
Tyr
60

ser
Ala

Leu

Lys
Ile
Ley
Ala
Asn
val

Thr

Pro
Lys
Glu
Pro
Thr
Tyr

val
110

Gly
val
Trp
Lys
ala
Tyr

95
Ser

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
cys

ser

120
180
240
300
336

60

120
180
240
300
333

234



<400>

48

gaggttcagc tgcagcagtc
tccotgeacag gtretggett
actgagcagg gectggaatg
gccecgaaat tccaggacaa
cttcacctca gcagcctgac

<210>
<211
<212>
<213>

tactggggce aaggcaccac
49
111
PRT i
Mus muscularis

<400>

Asp 11

1

49

tggggcagag
caacattaag
gattggaagg
ggccactttg
atctgaggac
tctcacagtce

e val Met Thr GIn Ser Ala

5

Thr ser Ala Ser Ile Ser Cys Arg

20

Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr Trp

35 40
Pro GIn Leu Leu Ile Tyr GIn Met

50 55
Asp Arg Phe Thr ser Ser Gly Ser
65 70
ser arg val Glu Ala Glu Asp val
85
Leu Glu Leu Trp Thr Phe Gly Gly
100

<210> 50
<211> 333
<21Z2> ADN
<213> Mus muscularis
<400> 50
gacattgtga tgacgcagtc tgcattctcc
atctectgca ggtctagtaa gagtctecta
tatctgcaga ageccaggcca gtctccteag
tcaggagtcC cagacaggrt cactagcagt
agcagagtgg aggctgagga tgtgggtgtt
acgtrcggtg gaggcaccaa gctggaaatc
<210> 51
<21ll> 112
<212> PRT
<213> Mus muscularis

<400>

Glu val GIn

1

51

Leu GIn GlIn ser Gly
5

ser val Lys Leu Ser Cys Thr Gly

20

Tyr val His Trp Leu Lys GIn Lauy

35

Gly arg Ile Asp Pro Glu Asnh Gly
50

G61n ¢ly Lys Ala Thr phe Thr va)

70

Leu GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser

65

val ser ser Gly Tyr Trp Gly GIn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

85
100
52
336
ADN
Mus muscularis
52

-202-

cttgtgaage
gtctactatg
attgatcerg
acagtagaca
actgeccgtet
tcctea

Phe Ser Asn
10

Ser Ser Lys

Tyr Leu GIn

ser Asn Leu

Gly Thr Asp

Gly val Tyr

Gly Thr Lys
105

aatccagtca
cataggaatg
crtectgattt

gggtcaggaa
tattattgtg
aaa

Ala Glu Leu
Sser Gly Phe
Thr Glu G1n
Glu Thr Leu
Asp Thr ser
Glu Asp Thr

Gly Thr Thr
10%

caggggecte
tgcactgget
aaaatggtga
catcctecaa
attattgtgt

Pro val Thr
ser Leu Leu

Lys Pro Gly
45
Ala Ser Gly

phe Thr Leu
Tyr Cys Ala

Leu Glu Ile
110

ctcttggaac
gcatcaccta
atcagatgtc
ctgatttcac
ctcaaaatct

agtcaagttg 60
gaagcagttg 120
aactaaatat 180
tacagcctac 240
tagttcggge 300

336

Leu Gly
His Arg
Gln Ser
val Pro
Lys Ile

GIn Asn
95
LYS

atcagcticc 60
tttgtattgg 120
caaccttgce 180
tctgaaaatc 240
agaactttgg 300
333

val Glu Pro Gly Ala

Asn Ile Lys
30

Gly Leu Glu

Tyr Thr Pro

60

ser Asn Thr

ala val Tyr

Leu Thr val
110

val Tyr
Trp Ile
Lys Phe
Ala Tyr
Tyr Cys

Ser ser

333



gaggttcagc tgcagcagrc
tcctgeacag gttctggett
actgagcagg gecrtggaatg gattggaagg
accccgaaat tecagggeaa ggecactrtt
ctgcagctca gcagectgac

<210>
<211>
<212>

tactggggec aaggcaccac
53
111
PRT
Mus muscularis

«213>
<400>
1

53

Asp Ile val Met Thr G1
5

Thr Sser Ala Ser Ile Se

20

asn Gly Ile Thr Tyr Le

35

Pro GIn Leu Leu Ile Ty
50
Asp Arg Phe Thr Ser Se

65

ser arg val c¢lu Ala Gl

85

Leu Glu Leu Trp Thr Ph

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

100

54
333
ADN
Mus muscularis

54

garattgtga tgacgcagtc
atctccrgea ggtctagcaa
tatctgcaga agccaggceea
tcaggagtct €agacaggrt
agragapgtgy aggctgagga

<210>
<211>
<«212>

acgttcggtg gaggcaccaa
55
112
PRT
Mus muscularis

<213>
<400>
1

55

Glu val Gin Leu G1n G1
5

Ser val Lys Leu Ser Cy

20

Tyr Met His Trp Leu Ly

35

Gly Arg Ile Asp Pro Gl

50

GIn Gly Lys ala Ser Le

65

70

Leu His Leu Ser Ser lLe

85

val ser Ser Gly Tyr Tr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

100

56
336
ADN
Mus muscularis

56

tggogcagag
caacattaag

atctgaggac
tctecacagte

n ser Ala

r Cys Arg

-203-

ctrgtggage
gtctactatg
attgatcctg
acagtagaca
actgecglee
tcctea

Phe Ser Asn

10

Sser ser Lys
25

u Tyr Trp Tyr Leu GIn

40 -
r Gln Met

Ser Asn Leu

r Gly Ser Gly Thr asp

u Aasp val

75

Gty val Tyr

90

e Gly Gly ¢ly Thr Lys

tgeatretce
gagtcrecta
gtcrectcag
cactagcagt
tgtgggtgtt
gctggaaatc

105

aatccagtca
cataggaaty
ctectgattt
ggatcaggaa
tattactgtg
aaa

n Ser Gly Ala Glu Leu

s Thr Ala

s GIn Leu

ser Gly Phe

Thr Glu GIn

u Asn Gly Glu Thr GIn

U Thr Ala

u Thr ser

Asp Thr Ser

75

Glu Asp Thr

p Gly GIn Gly Thr Thr
105

gaggrrcagc tgcagcagic tggggcagag ctrgtgaage

caggggecetc
Trcactgget
agaatggtga
catcatccaa
attattgrgt

Pro
Ser
LyS
Ala
phe
Tyr

Leu

val
Leu
Pro
Ser
Thr
Cys
Glu

Thr
Leu

Gly

agtcaagttg 60
gaagcagttg 120
aactctatat 180
cacagcctac 240
tagttcggge 300
336

Leu Gly
15
His Arg

Gln ser .

Gly val pPro

Leu
Ala

Ile
110

ctctrggaac
gcatcaccta
atcagatgtc
ctgatttcac
ctcaaaatct

val
Asn
Gly
Tyr
60

ser
Ala

Léu

Lys
Ile
Leu
Ala
Asn
val

Thr

Pro
Lys
Glu
Pro
Thr
TYyr

val
110

Lys Ile
Gln Asn

Lys

atcagettee 60
ttrgtattgg 120
caacctrgce 180
tctgaaaatc 240
agaactttgg 300

333

Gly Ala
AsSp Tyr
Trp Ile
Lys pPhe
Ala Tyr
80
Tyr Cys

85
ser sar

caggggectc agtcaagttg 60

333



tcctgcacag Cttcrggett caacattaaa
actgagcagg gcctggaatg gattggaagg
gccccgaaat tccagggeaa ggectcttta
cttcacctca gcagectgac atcrgaggac
tactggogcc aaggcaccac tctcacagtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

57

111

PRT

Mus muscularis

57

Asp Ile val Met Thr GIn Ala Ala
1 5

Thr ser Ala Ser Ile Ser Cys Arg

20

Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr Trp

35 40

Pro G1n Leu Leu Ile Tyr GIn Met

50

Asp Arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser

65

ser Arg val Glu Ala Glu Asp val

85

Leu Glu Leu Trp Thr Phe Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

100

58
333
ADN
Mus muscularis

58

gatattgtga tgacgcaggc tgcattctee
atctcctgea ggtctagtaa gagtctccta catagtaatg
tatctgcaga agccaggeca grctecctcag
tcaggagtcc cagacaggtt cagtagcagt
agcagagtgg aggctgagga tgtgggtgtt
acgrttcggtg gaggcaccaa gctggaaatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<2235

<400>
1

59
112
PRT
secuencia Artificial

aa de cadena pesada de H48
59

GIn val G1n Leu val G1n Ser Gly
5

ser val Lys val Ser Cys Lys Gly

20

Tyr val His Trp Leu Arg GIn Leu

35 40

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Gly

50

55

GIn Asp Lys Ala Thr Leu Thr val

65

70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser

85

val ser ser Gly Tyr Trp Gly Gln

100
<210> 60
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

-204-

gactactata
attgatcctg
acagcagaca
actgeegtet
tcctca

Phe Ser Asn
10
Ser ser Lys

Tyr Leu GIn
Ser Asn Leu

Gly Thr aAsp
75
Gly val Tyr

Gly Thr Lys
105

aatccagtca

ctcctgattt
gggtcaggaa
tatractgtg
aaa

Ala Glu val
10

Ser Gly Phe

25

pro Glu Lys

Glu Thr Ile

Asp Thr ser

Glu Asp Thr
90

Gly Thr Leu
105

tgcactggtt gaagcagttg 120
ajaatggtga aactcaatat 180
catcctccaa cacagectac 240
attactgtgt tagttcgggc %gg

pPro val Thr Leu Gly
15
Ser Leu Leu His Sser

LYs Pro Gly G1n Ser

Ala ser Gly val Pro
60
phe Thr Leu Arg Ile
30

Tyr Cys Ala GIn Asn

85
Leu Glu Ile Lys

110

ctcttggaac atcagettcc 60

gcatcactta tttgtattgg 120
atcagatgtc caaccttgcc 180
ctgatttcac actgagaatc 240
ctcaaaatct agaactttgg ggg

Lys Glu Pro Gly Ala

Asn Ile His val Tyr
30
Gly Leu 6lu Trp 1Ile

Tyr Thr Pro Lys Phe

Thr Asp Thr Ala Tyr

Ala val Tyr Tyr Cys
95

val Thr val ser ser
110

234
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<220>
<223> ADN de cadena pesada de H48

<4Q0> 60

caggtgcage tcgtgcagag cggegecgag gtgaaagaac £cggegecag cgrgaaggtg 60
agctgcaagg gcagcggcett caacatccac gtgtactacg tgcactggct gaggcagetg 120
ccrgagaagg gectggagtg gattggcagg atcgacccocg agaacggega gaccatctac 180
acccccaagt Tccaggacaa ggccaccctg accgtgogaca ccagcaccga caccgeetac 240
atggaactga gcagcctgag gtccgaggat accgccgtct actactgegt gagcageggg 300
tattggggcc agggcacact agtgaccgtg tccagce 336

<210> 61
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> aa de cadena pesada de H49
<400> 61
Gin val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Glu Pro Gly Ala
1 5 10 15
ser val Lys val ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe Asn Ile Lys Thr Tyr
20 25 30
Tyr val His Trp Leu Arg GIn Leu Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Gly Glu Thr Ite Tyr Thr Pro Lys Phe
50 55 60
GIn asp Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Thr Ser Thr aAsp Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser sgr Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr ;gr cys
8 20
val ser Ser Gly Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val ser Sser
100 105 110
<210> 62
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ADN de cadena pesada de H49

<400> 62

cagglgcagc tcgtgeagag cggcgecgag gtgaaagaac ccggegecag cgtgaaggtg 60
&gctgcaagg gcageggett caacatcaaa acctactacg tgcactgget gaggcagetg 120
cccgagaagg gectggagtyg gattggecagg atcgaccccg agaacggcga gaccatctac 180
acccccaagt tccaggacaa ggeccaccctg accgtggaca ccagcaccga caccgectac 240
atggaactga gcagcctgag gtccgaggat accgecgtct actactgegt gagcageggg 300

tattggggee agggcacact agtgaccgtg tccage 336
<210> 63
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> aa de cadena pesada de HS50
<400> 63
Gln val Gln Leu VET GIn ser Gly Ala Glu val Lys Glu Pro Gly Ala
10 15
ser val Lys gg1 ser Cys Thr Gly Ser Gly phe aAsn Ile His val Tyr
25 30
Tyr val ggs Trp Leu Arg GIn Leu Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Ile
40 45
Gly ggg Ile asp Pro Glu asn g1y Glu Thr Ile Tyr Thr pro Lys Phe
55 60
GIn Asp Lys ala Thr Leu Thr val Asp Thr ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 8

23S
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys
5 90

8
val ser ser GTy Tyr Trp Gly GIn G1g Thr teu val Thr Vag Ser ser
11

<210> 64
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ADN de cadena pesada de H50
<400> 64
caggtgcagc tcgtgcagag cggcgecgag gtgaaagaac
agctgeaccg gecageggott caacatccac gtgtactacg
cccgagaagg gectggagrg gattggcagg atcgaccceg
acccccaagt tccaggacaa ggecaccctg accgtggaca
atggaactga gcagcctgag gtccgaggat accgocgtct
tattggggcc agggcacact agtgaccgtg tccage
<210> 65
<21l> 112
<212> PRT
<213» Secuencia Artificial
<220>
<223> aa de cadena pesada de HS1
<400> 65
GIn val GIn Leu val Gin Ser Gly Ala Glu val
1 5 10
Ser val Lys gg] ser Cys tys Gly Ser Gly Phe
25
Tyr val g;s Trp Leu Arg Gin Leu Pro Glu Lys
40
Gly arg Ile Asp Pro Glu Asn Gly Glu Thr Ile
S0 55
GIn Asp Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Thr Ser
65 70 75
Met GIu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 S0
val ser Ser Gly Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 105
<210> 66
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ADN de cadena pesada de HS1
<400> 66
caggrgcagc tcgtgcagag cggcgocgag grgaaagaac
4agcrgeaagg gcageggett caacatccac acctactacg
cccgagaagg gectggagtg gattggeagg atcgaccccg
acccccaagt tccaggacaa ggeccaccctg accgtggaca
atggaactga gcagcctgag gtccgaggat accgecgtct
tTattggggce agpgeacact agtgaccgty tCcage
<210> 67
<211> 111
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> aa de cadena ligera de L19

ccggegecag cgtpaaggtg 60
tgcactggct gaggcagctg 120
agaacggcga gaccatctac 180
ccagcaccga caccgcctac 240
actactgcgt gagcageggg 300

Lys
Asn
Gly
Tyr
Thr
ala

val

Glu
Ile
Leu
Thr
Asp
val

Thr

336

Pro Gly Ala
His Thr Tyr
Glu Trp Ile
Pro Lys Phe

Thr Ala Tyr
80
Tyr Tyr Cys
95
val ser Ser
110

ccggegecag cgtoaaggtg 60
tgcactgget gaggcagetg 120
agaacggcga gaccatctac 180
ccagcaccga caccgectac 240
actactgcgt gagcagcggg 300

336

336
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<400> 67
Asp Ile val mMet Thr GIn Ser Pro Leu Ser Asn
1 5 10
Glu Pro Ala ser 1le Ser Cys Arg ggr ser Lys
20
Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Glin
35 40
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gln MeT Asp His Leu
50 55
Asp arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70 75
ser arg val Glu Ala Glu Asp val Gly ga1 Tyr
85 0
Leu Glu Leu Trp Thr Phe Gly G1n Gly Thr Lys
100 105
<210> 68
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ADN de cadena ligera de L19
<400> 68
gacatcgtga tgacccagag cccactgage aatcecgtga
atcagctgca ggagcageaa gagcctgotg cacaggaacg
tatctgcaga ageccggeca gagececcag crgetgatet
agceggegtge ccgaccggtt ctctagcage ggaagcggea
agcagggtgg aagcecgagga cgtgggegtg tactactgeg
accricagece agggeaccaa ggtggagatc aaa
<210> 69
<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> aa de cadena ligera de L20
<400> 69
Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Asn
1 S 10
Glu Pro Ala ggr Ile ser Cys Arg ggr ser Lys
Asn Gly §§e Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu GlIn
40
Pro ?;n Leu Leu ITe Tyr GIn Met Asp His Leu
55
Asp Arg Phe Ser Ser Ser Gly ser Gly Thr Asp
65 70 75
Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr
85 90
Leu Glu Leu Trp Thr Phe Gly 6¢In Gly Thr Lys
100 10§
<210> 70
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> ADN de cadena ligera de L20

<400> 70
gacatcgtga tgacccagag cccactgage aatccegtga
atcagctgca ggagcagcaa gagcctgetg cacaggaacg
tatctgcaga ageccggeca gagecoccag ctgergatet
agcggegrge ccgaccggtt ctctagcage ggaageggea

Pro
ser
Lys
Ala
Phe
Tyr

val

val
Leu
Pro
45

ser
Thr
Cys

Glu

Thr
Leu
Gly
Gly
Leu
Ala

Ile
110

ctcccgycga
gcaagaccta
accagatgga
cecgactrcac
cccagaacct

Pro
ser
Lys
Ala
Phe
Tyr

val

val
Leu
Pro
ser
Thr
cys
Glu

Thr
Leu
Gly
Gly
Leu
Ala

Ile
110

ctcccggega
gcatcaccta
accagatgga
ccgacttcac

Pro Gly
15

His Arg
Gln Ser
val Pro
Lys Ile
GIn Asn

Lys

gccecgecteca 60
cctgtactgg 120
ccacctggec 180
cctgaagatc 240
ggagctctgg 300

333

Pro Gly
His Arg
Gln ser
val Pro
Lys Ile
GIn Asn

Lys

gcccgectea 60
cctgtactgg 120
ccacctggee 180
cctgaagatce 240

23+



-208-

agcagggtag aagccgagga cgtgggcgtg tactactgecg cccagaacct ggagetctgg 300
accrtcggec agggeaccaa ggtggagatc aaa

210> 71
<211> 111
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> aa de

<400> 71
asp Ile val
1

cadena ligera de L21

Met Thr GIn
5

ser Pro Leu Ser Asn

10

Glu Pro Ala ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys
20 25
asn Gly Lgs Thr Tyr Lteu Tyr Tgp Tyr Leu GIn
3 4
pra GIn Leu Leu Ile Tyr GIn Met Asp Asn Leu
50 55
asp Arg Phe ser ser ser Gly ser Gly Thr asp
65 70 75
ser Arg val Glu Ala Glu asp val Gly val Tyr
85 90
teu Glu Leu Trp Thr pPhe Gly GIn Gly Thr Lys
100 105
<210> 72
<21i> 333
<212> ADN
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> ADN de ‘cadena ligera de L21
<400> 72
gacatcgtga tgacccagag cccactgagc aatcccgtga
atcagctgca ggagcageaa gagecrgetg cacaggaacg
ratctgcaga ageccggeca gagececccag ctgctgatct
agcggogrge ccgaccggtt ctctagcage ggaagoggea
agcagggtgg aagccgagga cgtgggcgtg tacractgeg
accttcggcc agggcaccaa ggtgoagatc aaa
<210> 73
<211> 21
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

«220>

Pro val
ser Leu
Lys Pro
Ala Ser
phe Thr
Tyr Cys

val Glu

Thr
Leu
Gly
Gly
Leu
Ala

1le
110

ctcccggega
gcaagaccra
accagatgga
ccgactrcac
cccagaacct

Pro Gly
15
His Arg

Gin ser
val Pre

Lys Ile
80

Gln Asn

95

Lys

gcccgeotca
cctgtactgg
caacctggec
cctgaagatc
ggagctctgg

<223> conjugado peptidico que contiene restos de betra amiloide
22-38 usado para inmunizacidn y tamizado

<400> 73

.C{s Gly Gly Gly G;u Asp val Gly ser asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly
10 1

l.eu Met val

Gly Gly
20

60

120
180
240
300
333

238
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NO PRESENTAR

Listado de referencia de los numeros de las secuencias

1

10

11

12

13

14

15

aa de CDRH1
aa de CDRH2
aa de CDRH3
aa de CDRLA1
aa de CDRLZ2

aa de CDRL3

aa del conjugado peptidico que se usa para inmunizacion y tamizado
que contiene los restos de beta amiloide 27-38

aa del péptido para ensayo 24-34
Péptido de mapeo de epitopos 28-35
péptido de mapeo de epitopos 24-35
péptido de mapeq de epitopos 28-39
péptido de mapeo de epitopos 31-42
aa del VH receptor (1IG4V1-24)

ADN del Vi4 receptor (1G4V1-24)

aa del minigen JH4

239



16

17

18

19

20

21

22

-210-

aa del V|_receptor (IGKV2-28)
ADN del Vi_ receptor (IGKV2-28)
aa del minigen JK-1

aa del VH de 6F6

ADN de Vi de 6F6

- aade V| de 6F6

ADN de V|_de 6F6

ADN de VH de H11

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

aa de Vi de H11

ADN de V| L9

aade V| L9

aa de la cadena pesada de H11

aa de la cadena ligera de L9

ADN de la cadena pesada de H11 (optimizado)
ADN de la cadena ligera de L9 (optimizado)

aa de Vy de 2C1

ADN de vV de 2C1

aa de V| de 2C1

240



34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

ADN de V| de 2C1

aade Vyde 2C1

ADN de Vy de 2E11

aade V_ de 2E11

ADN de V| de 2E11

aa de Vy de 4D4

ADN de Vy de 4D4

aa de V|, de 4D4

ADN de V| de 4D4

aa de Vy de 5C9

ADN de V4 de 5C9

aa de V| de 5CS

ADN de V de 5C8

aa de Vy de 5D1

ADN de V4 de 5D1

aa de V_de 5D1

ADN de V| de 5D1

244



51

52

53

54

55

56

57

58

o9

60

61

62

63

64

85

66

67

68

aa de Vy de 14B3
ADN de Vy de 14B3
aa de V| de 14B3 _
ADN de V| de 14B3
aa de Vy de 16D4
ADN de V4 de 16D4
aa de V| de 16D4
ADN de V| de 16D4
aa de Vy de H48
ADN de Vy de H48
aa de Vy de MH49
ADN de V) de H49
aa de Vy de H50
ADN de Vi de H30
aa de Vy de H51
ADN de V4 de H51
aade V de L19 |

ADN de V_ de L18

-212-
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e SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C.,

2020

Doctor(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
GLAXO GROUP LIMITED

REFERENCIA Radicacion No. 10 068844
Solicitud internacional PCT/EP2008/067138
Fecha inicio fase nacional 11/07/2010

Tramite 11
Evento 378
Actuacion . 430

Oficio No. . i@‘.,]_, 03_.3_31

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisiéon 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. El solicitante debe presentar un nuevo tituio que permita identificar fa materia de la cual trata la solicitud, ya
que el titulo relacionado no se encuentra con la precisién necesaria para identificar claramente el objeto de la
solicitud de patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular Unica 5.2.9)

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a fa patente def inventor al
solicitante 0o a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k} de la Decisibn 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacién'en
Materia de Patentes PCT, el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al sclicitante o su causante, de confermidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud sé considerara abandonada y
perderéd su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...

Al gontestar favor indigue el nimera de Sede Centro; Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encusnira a continuacidn Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel; 5880070
Call Centor 6513240. Linea 01800-810165
Web: www sic.gov.ca e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Calambia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RN Continuacién radicado No: 10 068844

=y
i,

Netifiquese el presente oficio conforme a lo dispuestoc en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.1Q.de 2001.

ALIX CARMENZA GESPEDES DE VERGEL
Directora de Nuevas Creaciones (c) :
/!
< 1.3 A60. 2019
El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha .
adpati

A contestar favor indique el numero de

4 con Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pises 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacidn que se encuentra a conlinuacién

Sede CAN: Av. Cra S0 No. 26-55 int. 2 Tel: 5680070
Call Center 6513240, Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogot4 D.C. - Colombia
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Bogota D.C.,

2020

Doctor(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apocderado(a) y/o Representante de
GLAXO GROUP LIMITED

REFERENCIA Radicacion No. 10 068844
Solicitud internacional PCT/EP2008/067138
Fecha inicio fase nacional 11/07/2010

Tramite 11
Evento 378
Actuacion . 430

Oficio No. »E‘l 0334

Teniendo en cuenta que el capitulo reivindicatorio presentado excede de diez reivindicaciones, es necesario que
cancele la tasa establecida por cada reivindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en la
resolucion de tasas vigente para la fecha de presentacion de la solicitud, so pena de que no sean tenidas en
cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En ceonsecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Codigo Contencioso Administrativo, se le
requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacian del presente oficio
atienda el requerimiento aqui sefialado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto establece el articulo 13 de
la misma codificacién, respecto de las reivindicaciones adicionales.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Uniga N° 10

/
ES DE VERGEL
Creaciones (c)

El anterior requérimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha m m m Z}
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ALIX CARMENZA CHSP
Directora de Nuev
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