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HUMANIZED ANTIBODIES THAT RECOGNIZE BETA AMYLOID PEPTIDE

Related Applications
This application claims the benefit of prior-filed provisional patent
application U.S. Serial No. 60/251,892 (filed December 6, 2000) entitled “Humanized
Antibodies That Recognize Beta-Amyloid Peptide”. The entire content of the above-
referenced application is incorporated herein by reference.

Background of the Invention

Alzheimer's disease (AD) is a progressive disease resulting in senile
dementia. See generally Selkoe, TINS 16:403 (1993); Hardy et al., WO 92/13069;
Selkoe; J. Neuropathol. Exp. Nerol. 53:438 (1994); Duff ef al., Nature 373:476 (1995);
Games et al., Nature 373:523 (1995). Broadly speaking, the disease falls into two
categories: late onset, which occurs in old sge (65 + years) and early onset, which
develops well before the senile period, ie., between 35 and 60 years. In both types of
disease, the pathology is the same but the abnormalities tend to be more severe and
widespread in cases beginning at an earlier age. The disease is characterized by at least
two types of lesions in the brain, neurofibrillary tangles and senile plaques.
Neurofibrillary tangles are intracellular deposits of microtubule associated tan protein
consisting of two filaments twisted about each other in pairs. Senile plaques (ie.,
amyloid plaques) are areas of disorganized neuropil up to 150 pm across with
extracellular amyloid deposits at the center which are visible by microscopic analysis of
sections of brain tissue. The accumulation of amyloid plaques within the brain is also
associated with Down’s syndrome and other cognitive disorders.

The principal constituent of the plagues is a peptide termed Af or B-
amyloid peptide. AP peptide is a 4-kDa internal fragment of 39-43 amino acids of a
larger transmembrane glycoprotein named profein termed amyloid precursor protein
(APP). As a result of proteolytic processing of APP by different secretase enzymes,
AB is primarily found in both a short form, 40 emino acids in length, and a long form,
ranging from 42-43 amino acids in length. Part of the hydrophobic transmembrane
domain of APP is found at the carboxy end of AP, and may account for the ability of Ap
to aggregete into plaques, particularly in the case of the long form. Accumulation of
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amyloid plaques in the brain eventually leads to neuronal cell death. The physical
symptoms associated with this type of neural deterioration characterize Alzheimer’s
disease.

Several mutations within the APP protein have been correlated with the
presence of Alzheimer's disease. See, e.g., Goate et al., Nature 349:704) (1991)
(valine’'” to isoleucine); Chartier Harlan ef al. Nature 353:844 (1991)) (valine”” to
glycine); Murrell ef al., Science 254:97 (1991) (valine”” 1o phenylalanine); Mullan e
al., Nature Genet. 1:345 (1992) (a double mutation changing lysine™*-methionine™* to
asparagine™-leucine™®). Such mutations are thought to cause Alzheimer's disease by
increased or altered processing of APP to A, particularly processing of APP to
increased amounts of the long form of AP (Le., AP1-42 and AB1-43). Mutetions in
other genes, such as the presenilin genes, PS1 and PS2, are thought indirectly to affect
processing of APP to generate increased amounts of long form A (see Hardy, TINS 20:
154 (1997)). '

Mouse models have been used successfully to determine the significance
of amyloid plaques in Alzheimer’s (Games et al., supra, Johnson-Wood et al., Proc.
Natl. Acad. Sei. US4 94:1550 (1997)). In particular, when PDAPP transgenic mice,
(which express a mutant form of human APP and develop Alzheimer’s disease at a
young age), are injected with the long form of AB, they display both a decrease in the
progreasion of Alzheimer’s and an increase in antibody fiters to the AB peptide (Schenk
et al., Nature 400, 173 (1999)). The observations discussed above indicate that AB,
particularly in its long form, is a cansative element in Alzheimer's disease.

McMicheel, EP 526,511, proposes administration of homeopathic
dosages (less than or equal to 102 mg/day) of AP to patients with preestablished AD. In
a typical human with ebout 5 liters of plasma, even the upper limit of this dosage would
be expected to generate a concentration of no more than 2 pg/ml. The normal
concentration of AP in human plasma is typically in the range of 50-200 pg/ml (Seubext
et al., Nature 359:325 (1992)). Because EP 526,511's proposed dosage would barely
alter the level of endogenanus circulating A and becanse EP 526,511 does not
recommend use of an adjuvant, as an immunostimulant, it seems implansible that any
therapeutic benefit would result.
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Accordingly, there exists the need for new therapies and reagents for the
treatment of Alzheimer’s disease, in particular, therapies and reagents capable of
effecting a therapeutic benefit at physiologic (e.g., non-toxic) doses.

Summary of the Invention

The present invention features new immunological reagents, in particular,
therapeutic antibody reagents for the prevention and treatment of amyloidogenic disease
{e.g., Alzheimer’s disease). The invention is based, ot least in part, on the identification
and characterization of two monoclonal antibodies that specifically bind to AP peptide
and are effective at reducing plaque burden and/or reducing the neuritic dystrophy
associated with amyloidogenic disorders. Structural and functional analysis of these
antibodies leads to the design of various humanized antibodies for prophylactic and/or
therapeutic use. In particular, the invention features humanization of the variable -
regions of these antibodies and, accordingly provides for humanized immunoglobulin or
antibody chaing, intact humanized immunoglobulins or antibodies, and functional
immunoglobulin or antibody fragments, in particular, antigen binding fragments, of the
featured antibodies.

Polypeptides comprising the complementarity determining regions of the
featured monoclonal antibodies are also disclosed, as are polynucleotide reagents,
vectors and host suiteble for encoding said polypeptides.

Methods of treatment of amyloidogenic diseases or disorders (e.g.,
Alzheimer’s disease) are disclosed, as are pharmaceutical compositions and kits for nse
in such applications.

Also featured are methods of identifying residues within the featured
monoclonal antibodies which are important for proper immunologic function and for
identifying residues which are amensable to substitution in the design of humanized
antibodies having improved binding affinities and/or reduced immunogenicity, when
used as therapeutic reagents.

ad

Brief Description of the Drawings
Figure 1 depicts an alignment of the amino acid sequences of the light
chain of mouse 3D6, humanized 3D6, Kabat ID 109230 and germline A19 antibodies.
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CDR regions are indicated by arrows. Bold itelics indicate mre murine residues. Bold .
indicates packing (VH + VL) residues. Solid fill indicates canonical/CDR interacting
residues. Asterisks indicate residues selected for backmutation in humenized 3D6,
version 1.

Figure 2 depicts an alignment of the amino acid sequences of the heavy
chain of mouse 3D6, humanized 3D6, Kabat ID 045919 and germline VH3-23
antibodies. Annotation is the same as for Figure 1.

Figure 3 graphically depicts the AP binding properties of 3D6, chimeric
3D6 and 10D5. Figure 34 is a graph depicting binding of AP to chimeric 3D6 '
(PK1614) as compared to murine 3D6. Figure 3Bisagmphc_1epieﬁngcompeﬁﬁonof
biotinylated 3D6 versus uniabeled 3D6, PK1614 and 10D5 for binding to AP.

Figure 4 depicts a homology model of 3D6 VH and VL, showing a- ‘
carbon backbone trace. VH is shown in. as a stippled line, and VL is shown as a solid
line. CDR regions are indicated in ribbon form.

Figure 5 graphically depicts the AP binding properties of chimeric 3D6
and humeanized 3D6. Figure 54 depicts ELISA results measuring the binding of
humanized 3D6v] and chimeric 3D6 to eggregated AB. Figure 5B depicts ELISA
results measuring the binding of humanized 3D6v1 and humanized 3D6v2 to aggregated
AB. '

Figure 6 is a graph quantitating the binding of humanized 3D6 and
chimeric 3D6 to AP plagues from brain sections of PDAFP mice.

Figure 7 is a graph showing results of a competitive binding assay testing
the ability of humanized 3D6 versions 1 and 2, chimeric 3D6, murine 3D6, end 10D5 to
oompetew;thmtmneSDGforbmdmgtoAp

Figure 8 graphically depicts of an ex vivo phagocytosis assay testing the
ability of humanized 3D6v2, chimeric 3D6, and homan IgG to mediate the uptake of AR
by microglial cells. _

Figure 9 depicts an alignment of the10D5 VL and 3D§ VL amino acid
sequences. Bold indicates residues that match 10D5 exactly.

Figure 10 depicts an alignment of the10D5 VH and 3D6 VH amino acid
sequences. Bold indicates residues that match 10D5 exactly.
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Detailed Description of the Invention

The present invention features new immunological reagents and methods
for preventing or treating Alzheimer's disease or other amyloidogenic diseases. The
invention is based, at least in part, on the characterization of two monoclonal
immunoglobulins, 3D6 and 10D5, effective at binding beta amyloid protein (AB) (e.g.,
binding soluble and/or aggregated AB), mediating phagocytosis (¢.g., of aggregated AB),
reducing plagque burden and/or reducing neuritic dystrophy (e.g., in patient). The
invention is further based on the determination and structural characterization of the
primary and secondary structure of the variable light and heavy chains of these
immunoglobulins and the identification of residues important for activity and
immunogenicity. .
Immunoglobulins are featured which include a variable light and/or
varizble heavy chain of the preferred monoclonal immunoglobulins described herein.
Preferred immunoglobulins, e.g., therapeutic immunoglobulins, are featured which
include a humanized variable light and/or humanized variable heavy chain. Preferred
variable light and/or variable heavy chains include a complementarity determining
region (CDR) from the monoclonal immunoglobulin (e.g., donor immunoglobulin) and
variable framework regions substantially from a human acceptor immunoglobulin. The
phrase “substantially from a hurman acceptor immunoglobulin® means that the majority
or key framewuork residues are from the human acceptor sequence, allowing however,
for substitution of residues at certain positions with residues selected to improve activity
of the humanized immunoglobulin (e.g., alter activity such that it more closely mimics
the activity of the donor immumoglobulin) or selected to decrease the immunogenicity of

In one embodiment, the invention features a humanized immunogliobulin
light or heavy chain that includes 3D6 veriable region complementarity determining
regions (CDRs) (i.e., includes one, two or three CDRs from the light chain varisble
region sequence set forth as SEQ ID NO:2 or includes one, two or three CDRs from the
heavy chain variable region sequence set forth as SEQ ID NQ:4), and includes a variable
framework region substantially from a human acceptor immunoglobulin light or heavy
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chain sequence, provided that at least one residue of the framework residue is
backmutated to a corresponding murine residue, wherein said backmutation does not

. substantially affect the ability of the chain to direct AB binding.

In another embodiment, the invention features a humanized
immunoglobulin light or heavy chain that inclndes 3D6 variable region complementarity
determining regions (CDRs) (e.g., includes one, two or three CDRs from the light chain
variable region sequence set forth as SEQ ID NO:2 and/or includes one, two or three
CDRs from the heavy chain variable region sequence set forth as SEQ ID NO:4), and
includes a variable framework region substantially from a humen acceptor
immunoglobulin light or heavy chain sequence, provided that at least one framework
residue is substituted with the corresponding amino acid residue from the mouse 3D6
light or heavy chain variable region sequence, where the framework residue is selected
from the group consisting of (a) a residue that non-covalently binds antigen directly; (b)
a residue adjacent to a CDR; (c) a CDR-interacting residue (e.g., identified by modeling
the light or heavy chain on the solved structure of a homologous known immmnoglobulin .
chain); and (d) a residue perticipating in the VL-VH interface.

In another embodiment, the invention festures a Immanized
immunoglobulin light or heavy chain that includes 3D6 variable region CDRs and
variable framework regions from a human acceptor immunoglobulin light or heavy
chain sequence, provided that at least one framework residue is substituted with the
corresponding amino acid residue from the mouse 3D6 light or heavy chain variable
region sequence, where the framework residue is 2 residue capable of affecting light
chain variable region conformation or fimction as identificd by analysis of a three-
dimensional model of the variable region, for example a residue capable of interacting
with antigen, a residue proximal to the antigen binding site, a residue capable of
interacting with a CDR, a residue adjacent to & CDR, a residue within 6 A of a CDR
residue, a canonical residue, a vernier zone residue, an interchain packing residue, an
unusual residue, or a glycoslyation site residue on the surface of the structural model

In another embodiment, the invention features & bumanized
immunoglobulin light chain that includes 3D6 variable region CDRs (e.g., from the 3D6
light chain variable region sequence set forth as SEQ ID NO:2), end includes a human
acceptor immunoglobulin variable framework region, provided that at least one
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framework residue selected from the group consisting of L1, L2, L36 and 1. 46 (Kabat
numbering convention) is substituted with the corresponding amino acid residue from
the mouse 3D6 Light chain variable region sequence. In another embodiment, the
invention features a humanized immunoglobulin heavy chain that includes 3D6 variable
region CDRs (e.g., from the 3D6 heavy chain variable region sequence set forth as SEQ
ID NO:4), and includes a human acceptor immumoglobulin variable framework region,
provided that at least one framework residue selected from the group consisting of H49,

-H93 and H94 (Kabat numbering convention) is substituted with the corresponding

amino acid residue from the mouse 3D6 heavy chain verisble region sequence.

Preferred light chains include kappa II framework regions of the subtype
Jkappa I (Kabat convention), for example, framswork regions from the acceptor
immunoglobulin Kabat ID 019230, Kabat ID 005131, Kabat ID 005058, Kabat ID
005057, Kabat ID 005059, Kabat ID U21040 and Kabat ID U41645. Preferred heavy
chains include framework regions of the subtype Il (Kabat conveation), for example,
framework regions from the acceptor immunoglobulin Kabat ID 045919, Kabat ID
000459, Kabat ID 000553, Kabat ID 000386 and Kabat ID M23691.

In one embodiment, the invention features a humanized immunoglobulin
light or heavy chain that includes 10D5 variable region complementarity determining
regions (CDRs) (ie., includes one, two or three CDRs from the light chain variable
region sequence set forth as SEQ ID NO:14 or includes one, two or three CDRs from the
heavy chain variable region sequence set forth es SEQ ID NO:16), and includes a
variable framework region substantially from a human acceptor immunoglobulin light or
heavy chain sequence, provided that at least one residue of the framework residue is _
backmutated to a corresponding murine residue, wherein said backmutation does not “
substantially affect the ability of the chain to direct AR binding.

In another embodiment, the invention features a humanized
immunoglobulin light or heavy chain that includes 10D5 variable region
complementarity determining regions (CDRs) (e.g, includes one, two or three CDRs
fmmthelightchainvnriableregionsequencesétforthas SEQ ID NO:14 and/or includes
one, two or three CDRs from the heavy chain variable region sequence set forth as SEQ
ID NO:16), and includes & variable framework region substantially from a human
acceptor immunoglobulin light or heavy chain sequence, provided that at least one
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framework residue is substituted with the corresponding amino acid residue from the
mouse 3D6 light or heavy chain variable region sequence, where the fiamework residne
is selected from the group consisting of (a) a residue that non-covalently binds antigen
directly; (b) a residue adjacent to a CDR; (¢) a CDR-interacting residue (e.g., identified
by modeling the light or heavy chain on the solved structure of 2 homologous known
immunoglobulin chain); and (d) a residue participating in the VL-VH interface.

In another embodiment, the invention features a humanized
immunoglobulin light or heavy chain that includes 10D5 variable region CDRs and
variable framework regions from a human acceptor immmmoglobulin light or heavy
chain sequence, provided that at least one framework residue is substituted with the
corresponding amino acid residue from the mouse 10DS5 light or heavy chain variable
region sequence, where the framework residue is a residue capable of affecting light
chain variable region conformation or function as identified by analysis of a three-
dimensional model of the variable region, for example a residue capable of interacting
with antigen, a residue proximal to the antigen binding site, a residue capable of
interacting with a CDR, a residue adjacent to a CDR, a residue within 6 A of a CDR
residue, a canonical residue, a vernier zone residué, an interchain packing residue, an
wmusual residue, or a glycoslyation site residue on the surface of the structural model.

In another embodiment, the invention features, in addition to the
substitutions described above, a substitution of at least one rare human framework
residue. For example, a rare residue can be substituted with an amino acid residue
which is common for human variable chain sequences at that position. Alternatively, a
rare residue can be substituted with a corresponding amino acid residue from a
homologous germline variable chain sequence (e.g., a rare light chain framework residue 1
can be substituted with a corresponding germline residue from an A1, A17, A18, A2, or
Al9 germline immumoglobulin sequence or a rare heavy chain framework residue can be
substituted with a corresponding germline residue from a VH3-48, VH3-23, VH3-7,
VH3-21 or VH3-11 germline immunoglobulin sequence.

In another embodiment, the invention features a humanized
immunoglobulin that includes & light chain and a heavy chain, as described above, or an
antigen-binding fragment of said immunoglobulin. In an exemplary embodiment, the
humanized immunoglobulin binds (e.g., specifically binds) to beta amyloid peptide (AB)
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with a binding affinity of at least 10’ M, 10® M), or 10° M. In another embodiment,
the immunoglobulin or antigen binding fragment includes a heavy chain having isotype
1. In another embodiment, the immunoglobulin or antigen binding fregment binds (e.g.,
specifically binds) to both soluble beta amyloid peptide (AB) and aggregated Ap. In
another embodiment, the immunoglobulin or antigen binding fragment mediates
phagocytosis (e.g., induces phagocytosis) of beta amyloid peptide (AB). In yet another
embodiment, the immunoglobulin or antigen binding fragment crosses the blood-brain
barrier in a subject. In yet another embodiment, the immunoglobulin or antigen binding
fragment reduces both beta amyloid peptide (Ap) burden and neuritic dystrophy ina
subject. '

In another embodiment, the invention features chimeric immunoglobulins
that include 3D6 variable regions (e.g., the variable region sequences set forth as SEQ
ID NO:2 or SEQ ID NO:4). In yet another embodiment, the invenfion features an
immunoglobulin, or antigen-binding fragment thereof, including a variable heavy chain
region as set forth in SEQ ID NO:8 and a variahle light chain region as set forth in SEQ
ID NO:5. In yet another embodiment, the invention features an immundglobulin, or
antigen-binding fragment thereof, including a variable heavy chain region as set forth in
SEQ ID NO:12 and a variable light chain region as set forth in SEQ ID NO:11. In
another embodiment, the invention features chimeric immunoglobulins that include
10D5 variable regions (e.g., the variable region sequences set forth as SEQ ID NO:14 or
SEQID NO:16). In yet another embodiment, the immunoglobulin, or anfigen-binding
fragment thereof, further includes constant regions from IgG1. .

The immunoglobulins described herein are particularly suited for use in
therapeutic methods aimed at preventing or treating amyloidogenic diseases. In one
embodiment, the invention features a method of preventing or treating an amyloidogenic
disease (e.g., Alzheimer’s disease) that involves administering to the patient an effective
dosage of a humanized immunoglobulin as described herein. In another embodiment,
the invention features pharmaceutical compositions that include a humanized
immunoglobulin as described herein and a pharmaceutical carrier. Also featured are
isolated nucleic acid molecules, vectors and host cells for producing the
immunoglobulins or immunoglobulin fragments or chains described herein, as well as

L1
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methods for producing said immunoglobulins, immunoglobulin fragments or
jmmunoglobulin chains '

The present invention further feahires a method for identifying 3D6 or
10DS residues amenable to substitution when producing a humanized 3D6 or 10D5
immumoglobulin, respectively. For example, a method for identifying variable
framework region residues amenable to substitution involves modeling the three-
dimensional structure of the 3D6 or 10D5 variable region on a solved homologous
immunoglobulin structure and analyzing said model for residues capable of affecting
3D6 or 10D5 immunoglobulin variable region conformation or function, such that
residues smenable to substitation are ideatified. The invention further features use of
the variable region sequence set forth as SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO:4, or any portion
thereof, in producing a three-dimensional image of a 3D6 immunoglobulin, 3D6
immunoglobulin chain, or domain thereof Also featured is the use of the variable
region sequence set forth as SEQ ID NO:14 or SEQ ID NO:16, or any portion thereof,
in producing a three-dimensional image of a 10D5 immunoglobulin, 10D5
immumoglobulin chain, or domain thereof.

Prior to describing the invention, it may be helpful to an understanding
thereof to set forth definitions of certain terms to be used hereinafter.

The term “immunoglobulin™ or “antibody™ (used imﬂchangeubly herein)
refers to an antigen-binding protein having a basic four-polypeptide chain structure
consisting of two heavy and two light chains, said chains being stabilized, for example,
by interchain disulfide bonds, which has the ability to specifically bind antigen. Both
heavy and light chains are folded into domains. The texm “domain® refers to a globular
region of & heavy or light chain polypeptide comprising peptide loops (e.g., comprising
3 to 4 peptide loops) stabilized, for example, by B-pleated sheet and/or intrachain
disulfide bond. Domains are further referred to herein as “constant™ or “varisble”, based
on the relative lack of sequence variation within the domains of various class members
in the case of a “constant” domain, or the significant variation within the domains of
verious class members in the case of a “veriable” domain. “Constant” domains on the
light chain are referred to interchangeably as “light chain constant regions”, “light chain
constant domeins”, “CL" regions or “CL” domains). “Constant” domains on the heavy
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chaii are refierred to interchangeably as “heavy chain constant regions™; “heavy chain
constant domajns™, “CH" regions or “CH" domains). “Variable™ domains on the light
chain are referred to interchangeably as “light chain variable regions™, “light chain
variable domains”, “VL" regions or “VL" domains). “Variable” domains on the heavy
chain are referred to interchangeably as “heavy chain constant regions”, “heavy chain
constant domains”, “CH” regions or “CH" domains). '

The term “region™ refers to a part or portion of an antibody chain and
includes constant or variable domains as defined herein, as well as more discrete parts or
portions of said domains. For example, light chain variable domains or regions include
“complementarity determining regions” or “CDRs” interspersed among “framework
regions” or “FRs”, as defined herein.

Immunoglobulins or antibodies can exist in monomeric or polymeric
form. The term “antigen-binding fragment” refers t0.a polypeptide fragment of an
immunoglobulin or antibody binds antigen or competes with intact antibody (i e., with
the intact antibody from which they were derived) for antigen binding (Le., specific
binding). The term “conformation™ refers to the tertiary structure of a protein or
polypeptide (e.g., an antibody, antibody chain, domain or region thereof). For example,
the phrase “light (or heavy) chain conformation” refers to the tertiary structure of a light -
(or heavy) chain variable region, and the phrase “antibody conformation” or “antibody
fragment conformation” refers to the tertiary structure of an antibody or fragment
thereof.

“Specific binding™ of an antibody mean that the antibody exhibits
appreciable affinity for antigen or a preferred epitope and, preferably, does not exhibit
significant crossreactivity. “Appreciable” or preferred binding include binding with an
affinity of at least 10%, 107, 10°, 10° M, or 10" M. Affinities greater than 10" M,
preferably greater than 10° M are more preferred. Values intermediate of those set
forth herein are also intended to be within the scope of the present invention and a
preferred binding affinity can be indicated as & range of affinities, for example, 10° to
10" M, preferably 107 to 10'® M, more preferably 10® to 10'° M. An antibody that
“does not exhibit significant crossreactivity” is one that will not appreciably bind to an
undesirable entity (e.g., an undesirable proteinaceous entity). For example, an antibody
that specifically binds to AB will appreciably bind AP but will not significantly react
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with non-AP proteins or peptides (e.g, non-AP proteins or peptides included in
plaques). An antibody specific for a preferred epitope will, for example, not
significantly crossreact with remote epitopes on the same protein or peptide. Specific
binding can be determined according to eny art-recognized means for determining such
binding. Preferably, specific binding is determined according to Scatchard analysis
and/or competitive binding assays.

Binding fragments are produced by recombinant DNA techniques, or by
enzymatic or chemical cleavage of intact immunoglobuling. Binding fragments include
Fab, Fab', F(ab"),, Fabc, Fv, single chains, and gingle-chain antibodies. Other than
“bispecific” or “bifunctional” immunoglobulins or antibodies, an immmoglobulin or

.antibody is understood to have each of its binding sites identical. A “bispecific” or

“bifunctional antibody” is an artificial hybrid antibody having two different heavy/light
chain pairs and two different binding sites. Bispecific antibodies can be produced by a
variety of methods including fusion of hybridomas or linking of Fab' fragments. See,
e.g., Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny et al.,
J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992).

The term “humanized immunoglobulin® or “humanized antibody™ refers
to an immunoglobulin or antibody that includes at least one humanized immunoglobulin -
or antibody chain (ie., at least one Inmmanized light or heavy chain). The term
“humanized immunoglobulin chain™ or “humanized antibody chain” (Le., 2 “humanized
immunoglobulin light chain™ or “humanized immmoglobulin heavy chain”) refers to an
immunoglobulin or antibody chain (i.e., a light or heavy chain, respectively) having a
variable region that includes a variahle framework region substentially from a human
immmoglobulin or antibody and complementarity determining regions (CDRs) (e.g., at
least one CDR, preferably two CDRs, more preferably three CDRS) substantially from a
non-human immmoglobulin or antibody, and further includes constant regions (e.g., at
least one constant region or portion thereof, in the case of a light chain, and preferably
three constant regions in the case of a heavy chain). The term “humanized variable
region” (e.g., “humanized light chain veriable region™ or “humeanized heavy chain
variable region”) refers to a variable region that includes a variable framework region
substantially from a human immunoglobulin or antibody and complementarity
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determining regions (CDRs) substantially from a non-human immmnoglobulin or
antibody.

‘The phrase “substantially from a human immunoglobulin or entibody” or
“substantially humen” means that, when aligned to a human immunoglobulin or
antibody amino sequence for comparison purposes, the region shares at least 80-90%,
preferably 90-95%, more preferably 95-99% identity (1., local sequence identity) with
the human framework or constant region sequence, allowing, for example, for
conservative substitutions, consensus sequence substitutions, germline substitutions,
backmutations, and the like. The introduction of conservative substitutions, consensus
sequence substitutions, germline substitutions, backmutations, and the like, is often
referred to as “optimization” of 2 humanized antibody or chain. The phrase
“substantially from a non-human immunoglobulin or antibody™ or “substantially non-
human” means having an immunoglobulin or antibody sequence at least 80-95%,
preferably 90-95%, more preferably, 96%, $7%, 98%, or 99% identical to that of a non-
human organism, e.g., a non-human mammal. ’

Accordingly, all regions or residues of a humanized immunoglobulin or
antibody, or of a humanized immunoglobulin or antibody chain, except possibly the
CDRs, are substantially identical to the corresponding regions or residues of one or mare
pative human immunoglobulin sequences. The term “corresponding region® or
“corresponding residue” refers to a region or residue on & second amino acid or
nucleotide sequence which occupies the same (i e., equivalent) position as & region or
residue on a first amino acid or oucleotide sequence, when the first and second
sequences are optimally aligned for comperison purposes.

The terms “humanized immunoglobulin™ or “humanized antibody” are
not intended to encompass chimeric immunoglobulins or antibodies, as defined irgfra.
Although humanized immunoglobulins or antibodies are chimeric in their canstruction
(ie., comprise regions from more than one species of protein), they include additional
features (i.e., variable regions comprising donor CDR residues and acceptor framework
residues) not found in chimeric immunoglobulins or antibodies, as defined herein.

The term “significant identity” means that two polypeptide sequences,
when optimslly aligned, such as by the programs GAP or BESTFIT using defmult gap
weights, share at least 50-60% sequence identity, preferably 60-70% sequence identity,
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more preferably 70-80% sequence identity, more preferably at least 80-90% identity,
even more preferably at least 90-95% identity, and even more preferably at least 95%
sequence identity or more (e.g., 99% sequence identity or more). The term “substantial
identity” means that two polypeptide sequences, when optimally aligned, such as by the
programs GAP or BESTFIT using default gap weights, share at least 80-90% sequence
identity, preferably 90-95% sequence identity, and more preferably at least 95%
sequence identity or more (e.g., 99% sequence identity or more). For sequence
comparison, typically one sequence acts as a reference sequence, to which test
sequences are compared. When using a sequence comparison algorithm, test and
reference sequences are input into a computer, subsequence coordinates are designated,
if necessary, and sequence algorithm program parameters are designated. The sequence
comparison algorithm then calculates the percent sequence identity for the test
sequence(s) relative to the reference sequence, based.on the designated program
parameters. The terms “sequence identity” and “sequence identity™ are used
interchengeably herein.

Optimal alignment of sequences for comperison cean be conducted, e.g.,
by the local homology algorithm of Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981),
by the hamology alignment algorithri of Needleman & Wunsch, J, Mol. Biol. 48:443
(1970), by the search for similarity method of Pearson & Lipman, Proc. Nat'l Acad. Sci.
US4 85:2444 (1988), by computerized implementations of these algorithms (GAP,
BESTFIT, FASTA, and TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), or by visual inspection (see
generally Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology). One example of
algorithm that is suitable for determining percent sequénce identity and sequence
similarity is the BLAST algorithm, which is described in Altschul ef al, J. Mol Biol.
215:403 (1990). Software for performing BLAST analyses is publicly available through
the Nationat Center for Biotechnology Information (publicly accessible through the
National Institutes of Health NCBI internet server). Typically, default program
parameters can be used to perform the sequence comparison, although customized
parameters can also be used. For amino acid sequences, the BLASTP program uses as
defaults a wordlength (W) of 3, an expectation (E) of 10, and the BLOSUM62 scoring
matrix (see Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 89:10915 (1989)).
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Preferably, residue positions which are not identical differ by
conservative amino acid substitutions. For purposes of classifying amino acids
substitutions as conservative or nonconservative, amino acids are grouped as follows:
Group I (hrydrophobic sidechains): leu, met, ala, val, leu, ile; Group II (neutral
bydrophilic side chains): cys, ser, thr; Group III (acidic side chains): asp, gh; Group IV
(besic side chains): asn, gln, his, lys, arg; Group V (residues influencing chain
orientation): gly, pro; and Group VI (aromatic side chains): trp, tyr, phe. Conservative
substitutions involve substitations between amino acids in the same class. Non-
conservative substitutions constitote exchanging & member of one of these classes fora
member of another.

Preferably, humanized immunoglobulins or antibodies bind antigen with
an affinity that is within a factor of three, four, or five of that of the corresponding non-
human antibody. For example, if the nonhuman antibody has a binding affinity of 10°
M, humanized antibodies will have a binding affinity of at least 3 x 10° M*, 4 x 10° M
! or 10° M!. When describing the binding properties of an immunoglobulin or antibody
chain, the chain can be described based on its ability to “direct antigen (e.g:, AB)
binding”. A chain is said to “direct antigen binding” when it confers upon an intact
immunoglobulin or antibody (or antigen binding fragment thereof) a specific binding
property or binding affinity. A mutation (e.g., a backmutation) is said to substantislly
affect the ability of a heavy or light chain to direct antigen binding if it affects (e.g.,
decreases) the binding affinity of an intact immumoglobulin or antibody (or antigen

_ bindingﬁagmmtthmot)comp:isingsnidchainbydtleutmmﬂ&ofmagnimde

compared to that of the antibody (or antigen binding fragment thereof) comprising an
equivalent chain lacking said mutation. A mutation “does not substantially affect (e.g.,
decrease) the ability of a chain to direct antigen binding” if it affects (e.g., decreases) the -
binding affinity of an intact immunoglobulin or antibody (or antigen binding fragment
thereof) comprising said chain by only a factor of two, three, or four of that of the
antibody (or antigen binding fragment thereof) comprising an equivelent chain lacking
said mutation.

The term “chimeric immunoglobulin” or antibody refers to an
immunoglobulin or antibody whose light and heavy chains are derived from different
species. Chimeric immunoglobulins or antibodies can be constructed, for example by

15

-4



1

WO 02/46237 PCT/US01/46587

10

15

20

30

genetic engineering, from immunoglobulin gene segments belonging to different
species.

An “antigen” is an entity (e.g., a protenaceous entity or peptide) to which
an antibody specifically binds.

The term “epitope™ or “antigenic determinant” refers to a site on an
antigen to which an immunoglobulin or antibody (or antigen binding fragment thereof)
specifically binds. Epitopes can be formed both from contiguous amino acids or
noncontiguous amino acids juxtaposed by tertiary folding of a protein. Epitopes formed
from contiguous amino acids are typically retained on exposure to denaturing solvents
whereas epitopes formed by tertiary folding are typically lost on treatment with
denaturing solvents. An epitope typically includes at least 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14 or 15 amino acids in a unique spatial conformation. Methods of determining
spetial conformation of epitopes include, for example, x-ray crystallography and 2-
dimensional nuclear magnetic resonance. See, e.g., Epifope Mapping Protocols in
Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. B. Morxis, Ed. (1996).

Antibodies that recognize the same epitope can be identified in a simple
immunoassay showing the sbility of one antibody to block the binding of another
antibody to a target antigen, i.e., a competitive binding assay. Competitive binding is
determined in an assay in which the immunoglobulin under test inhibits specific binding
of a reference antibody to a common entigen, such as AB. Numerous types of
competitive binding assays are known, for example: solid phase direct or indirect
radioimmunoassay (RIA), solid phase direct or indirect enzyme immunoassay (EIA),
sandwich competition assay (see Stahli ef al., Methods in Erzymology 9:242 (1983));
solid phase direct biotin-avidin EIA (see Kirkland et al., J. Immumol. 137:3614 (1986));
solid phase direct labeled assay, solid phase direct labeled sandwich assay (see Harlow
and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1988)); solid
phase direct label RIA using I-125 label (see Morel ef al., Mol. Immunol. 25(1):7
(1988)); solid phase direct biotin-avidin EIA (Cheung et al., Firology 176:546 (1990));
and direct labeled RIA. (Moldenhauer er al., Scand. J. Immunol. 32:77 (1990)).
Typically, such an assay involves the use of purified antigen bound to a solid surface or
cells bearing either of these, an unlabeled test immunoglobulin and a labeled reference
immunoglobulin. Competitive inhibition is measured by determining the emount of

Y

16



<2\

WO 02/46237 PCT/US01/46587

10

15

20

25

30

label bound to the solid surface or cells in the presence of the test immunoglobulin.
Usually the test immunoglobulin is present in excess. Usually, when a competing
antibody is present in excess, it will inhibit specific binding of a reference antibody to a
common antigen by at least 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-70% 70-75% or more.

An epitope is also recognized by immnwmologic cells, for example, B cells
and/or T cells. Cellular recognition of an epitope can be determined by in vitro assays
that measure antigen-dependent proliferation, as determined by *H-thymidine
incorporation, bycytoldnemﬁon,byanﬁbodymeﬁon,orbyanﬁgm—dépmdmt
kifling (cytotoxic T lymphocyte assay). :

Exemplary epitopes or antigenic determinants can be found within
human amyloid precursor protein (APP), but are preferably found within the AP peptide
‘of APP. Multiple isoforms of APP exist, for example APP®* APP™! and APP™.,
Amino acids within APP are assigned numbers according to the sequence of the APP™™
isoform (s=¢ e.g., GenBank Accession No. P05067, also set forth as SEQ ID NO:38).
AP (also referred to herein as beta amyloid peptide and A-betn) peptide is a ~4-kDa
internal fragment of 3943 amino acids of APP (AB39, AB40, AB41, AB42 and AB43).
APA0, for example, consists of residues 672-711 of APP and AB42 consists of residues
673-713 of APP. As a result of proteolytic processing of APP by different secretase
enzymes iv vivo or in situ, AP is found in both a “short form”. 40 amino acids in length,
and a “long form™, ranging from 42-43 amino acids in length. Preferred epitopes or
entigenic determinants, as described herein, are Jocated within the N-terminus of the AP
peptide and include residues within amino acids 1-10 of AP, preferably from residues 1-
3, 1-4,1-5, 1-6, 1-7 or 3-7 of AB42. Additional referred epitopes or antigenic .
determinants include résidues 24, 5, 6, 7 or 8 of A, residues 3-5, 6, 7, 8 or 9 of AB, or
residues 4-7, 8, 9 or 10 of AB42. )

The term “emyloidogenic disease” includes any disease associated with
(or caused by) the formation or deposition of insoluble amyloid fibrils. Exemplary
amyloidogenic diseases include, but are not limited to systemic amyloidosis,
Alzheimer's disease, mature onset diabetes, Parkinson’s disease, Huntington's disease,
fronto-temporal dementia, and the prion-related transmissible spongiform
encephalopathies (kuru and Creutzfeldt-Jacob disease in humans and scrapie and BSE in
sheep and cattle, respectively). Different amyloidogenic diseases are defined or
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characterized by the nature of the polypeptide component of the fibrils deposited. For
example, in subjects or patients having Alzheimer’s disease, f-amyloid protein (e.g:,
wild-type, veriant, or truncated B-amyloid protein) is the characterizing polypeptide
component of the amyloid deposit. Accordingly, Alzheimer's disease is an example of a
“disease characterized by deposits of AR or a “disease associated with deposits of Ap”,
e.g., in the brain of a subject or patient. The tenms “B-amyloid protein”, “B-amyloid
peptide”™, “p-amyloid”, “Ap™ and “AP peptide” are used interchangeably herein.

The term “effective dose™ or “effective dosage” is defined as an amount
sufficient to achieve or at least partially achieve the desired effect. The term
“therapeutically effective dose” is defined as an amount sufficient to cure or at Jeast
partially arrest the disease and its complications in a patient already suffering from the
disease. Amounts effective for this use will depend upon the severity of the infection
and the general state of the patient’s own immune system.

The term “patient” includes human and other mammalian subjects that
receive either prophylactic or therapeutic freatment.

, “Soluble” or “dissociated™ AP refers to non-aggregating or disagpregated
AP polypeptide. “Insoluble™ AP refers to aggregating AR polypeptide, for example, AP
held together by noncovalent bonds. AP (e.g., AB42) is believed to aggregate, at least in
part, due to the presence of hydrophobic residues at the C-terminus of the peptide (part
of the transmembrane domain of APP). One method to prepare soluble Ap is to dissolve
lyophilized peptide in neat DMSO with sonication. The resulting solution is centrifuged
to remove any insoluble particulates.

1. Immunological and Therapeutic Reagents

Immunological and therapeutic reagents of the invention comprise or
consist of immunogens or autibodies, or functional or antigen binding fragments thereof,
as defined herein. The basic antibody structural unit is known to comprise a tetramer of
subunits. Each tetramer is composed of two identical pairs of polypeptide chains, each
pair having one “light” (about 25 kDa) and one “heavy™ chain (about 50-70 kDa). The
amino-terminal portion of each-chain includes a variable region of about 100 to 110 or
more amino acids primarily responsible for antigen recognition. The carboxy-terminal
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partion of each chain defines a constant region primarily responsible for effector
function.

Light chains are classified as ejther kappa or lambda and are about 230
residues in length. Heavy chains are classified as gamma (y), mu (1), alpha (o), delta
(8), or epsilon (g), are about 450-600 residues in length, and define the antibody’s
isotype as IgG, IgM, IgA, IgD and IgE, respectively. Both heavy and light chains are
folded into domains. The term “domain™ refers to a globular region of a protein, for
example, an immunoglobulin or antibody. Immunogiobulin or antibody domains
include, for example, 3 or four peptide loops stabilized by f-pleated sheet and an
interchain disulfide bond. Intact light chains have, for example, two domains (Vi and
C,) and intact heavy chains have, for example, four or five domains (Vy, Cyl, Cy2, and
Cx3)-

‘Within light and heavy chains, the variable and constant regions are
joined by a “J” region of sbout 12 or mare amino acids, with the heavy chain also
including & “D" region of about 10 more amino acids. (See generally, Fundamental
Inmunology (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989), Ch. 7, incorporated by
reference in its entirety for all purposes).

The variable regions of each light/heavy chain pair form the antibody
binding site. Thus, an intact antibody has two binding sites. Except in bifunctional or
bispecific antibodies, the two binding sites are the same. The chains all exhibit the same
general structure of relatively conserved framework regions (FR) joined by three
hypervariable regions, also called complementarity determining regions or CDRs.
Naturatly-occurring chains or recomnbinantly produced chains can be expressed with a
leader sequence which is removed during cellular processing to produce & mature chain.
Mature chains can also be recombipantly produced having a non-naturally occurring

. leader sequence, for example, to enhance secrefion or alter the processing of a particular

chain of interest.

The CDRs of the two mature chains of each pair are aligned by the
framework regions, enabling binding to a specific epitope. From N-terminal to C-
terminal, both light and heavy chains comprise the domains FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3 and FR4. “FR4” also is referred to in the art ag the D/J region of the
variable heavy chain and the J region of the variable light chain The assignment of
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amino acids to each domain is in accordance with the definitions of Kabat, Sequences of
Proteins of immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987
and 1991). An altemnative structural definition has been proposed by Chothia et al, J
Mol. Biol. 196:901 (1987); Nature 342:878 (1989); and J. Mol Biol. 186:651 (1989)
(hereinafter collectively referred to as “Chothia ef al* and incorporated by reference in
their entirety for all purposes).

A ibodies

Therapeutic agents of the invention include antibodies that specifically
bind to AP or other component of amyloid plaques. Such antibodies can be monoclonal
or polyclonal. Some such antibodies bind specifically to the aggregated form of A
without binding to the soluble form. Some bind specifically to the soluble form without
binding to the aggregated form. Some bind to both aggregated and soluble forms. Some
such antibodies bind to a naturally occurring short form of AB (i.e., AP39, 40 or 41)
without binding to a naturally occurring long form of AB (ie., AB42 and AB43). Some
antibodies bind to a long form of AP without binding to a short form. Some mntibodies
bind to A8 without binding to full-length amyloid precursor protein. Antibodies used in
therapeutic methods preferably have an intact constant region or at least sufficient of the
constant region to interact with an Fc receptor. Human isotype IgG1 is preferred
because of it having highest affinity of human isotypes for the FcRI receptor on
phagocytic cells. Bispecific Fab fragments can also be used, in which one amm of the
antibody has specificity for AB, and the other for an Fc receptor. Preferred antibodies
bind to A with a binding affinity greater than {or equal to) about 10%, 107, 10%, 10°, or "
10 M (including affinities intermediate of these values).

Polyclonal sera typically contain mixed populations of antibodies binding
to several epitopes along the length of AB. However, polyclonal sera can be specific to
a particular segment of AP, such as AB1-10. Monoclonal antibodies bind to a specific
epitope within AP that can be a conformational or nonconformational epitope.
Prophylactic and therapeutic efficacy of antibodies can be tested using the transgenic
animal mode} procedures described in the Examples. Preferred monoclonal antibodies
bind to an epitope within residues 1-10 of AP (with the first N terminal residue of
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natural AP designated 1). Some preferred monoclonal antibodies bind to an epitope
within amino acids ]-5, and some to an epitope within 5-10. Some preferred antibodies
bind to epitopes within amino acids 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7 or 3-7. Some preferred
antibodies bind to an epitope starting at resides 1-3 and ending at residues 7-11 of Af.
Less preferred antibodies include those binding to epitopes with residues 10-15, 15-20,
25-30, 10-20, 20, 30, or 10-25 of AP. It is recommended that such antibodies be
screened for activity in the mouse models described in the Examples before use. For
example, it has been found that certain entibodies to epitopes within residues 10-18, 16-
24, 18-21 and 33-42 lack activity (e.g., Iack the ability to reduce plaque burden and/or
resolve the neuritic pathology associated with Alzheimer’s discase). In some methods,
multiple monoclonal antibodies having binding specificities to different epitopes are
used. Such antibodies can be administered sequentially or simultaneously. Antibodies
to amyloid componepts other than AP can also be used (e.g., administered or co-
administered). For example, antibodies can be directed to the amyloid associated
protein synuclein.

) When an antibody is said to bind to an epitope within specified residues,
such as AP 1-5 for example, what is meant is that the agtibody specifically binds to a
polypeptide containing the specified residues (i.e., AB 1-5 in this en example). Suchan -
antibody does not necessarily contact every residue within A 1-5. Nor does every
single amino acid substitution or deletion with in AB1-5 necessarily significantly affect
binding affinity. Epitope specificity of an antibody can be determined, for example, by
forming a phage display library in which different members display different _
subsequences of AB. The phage display library is then selected for members specifically "
binding to an antibody under test. A family of sequences is isolated. Typically, sucha
family contains a common core sequence, and varying lengths of flanking sequences in
different members. 'iheahorﬁmsemmoeshowingspeciﬁcbindingmtheaﬁﬁbody
defines the epitope bound by the antibody. Antibodies can also be tested for epitope
specificity in a competition assay with an antibody whose epitope specificity has already
been determined. For example, antibodies that compete with the 3D6 antibody for
binding to AP bind to the same or similar epitope as 3D6, ie., within residues Ap 1-5.
Likewise antibodies that compete with the 10D5 antibody bind to the same or similar
epitope, ie., within residues AR 3-7. Screening antibodies for epitope specificity is a
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useful predictor of therapeutic efficacy. For example, an antibody determined to bind to
an epitope within residues 1-7 of AP is likely to be effective in preventing and treating
Alzheimer's disease according to the methodologies of the present invention.
Monoclonal or polyclonal antibodies that specifically bind to a preferred
segment of AP without binding to other regions of AP have a mmnber of advantages
relative to monoclonal antibodies binding to other regions or polyclonal sera to intact
AP. First, for equal mass dosages, dosages of antibodies that specifically bind to
preferred segments contain a higher molar dosage of antibodies effective in clearing
amyloid plaques. Second, antibodies specifically binding to preferred segments can
induce a clearing response against amyloid deposits without inducing & clearing
response against intact APP polypeptide, thereby reducing the potential side effects.

1. Production of Nonhuman Antibodles

The present invention features non-human antibodies, for example,
antibodies having specificity for the preferred AP epitopes of the invention. Such
antibodies can be used in formulating various therapeutic compositions of the invention
or, preferably, provide complementarity detenmining regions for the production of
humanized or chimeric antibodies (described in detail below). The production of non-
human monoclonal antibodies, 2. g., murine, guinea pig, primate, rabbit or rat, can be
accomplished by, for example, immmnizing the enimal with AP. A longer polypeptide
comprising AP or an immumogenic fragment of AP or anti-idiotypic antibodies to an
antibody to AP can also be used. See Harlow & Lane, supra, incorporated by reference
for all purposes). Such an immumogen can be obtained from a natural source, by peptide
synthesis or by recombinant expression. Optionally, the immunogen can be
administered fused or otherwise complexed with a carrier protein, as described below.
Optionally, the immunogen can be administered with an adjuvant. The term "adjuvant®
refers to a compound that when administered in conjunction with an antigen augments
the immune response to the antigen, but when administered alone does not generate an
immune response to the antigen. Adjuvants can augment an immune response by
several mechanisms including lymphocyte recruitment, stimulation of B and/or T cells,
and stimulation of macrophages. Several types of adjuvant can be used as described
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below. Complete Freund’s adjuvant followed by incomplete adjuvant is prefecred for
immunization of laboretory animals.

Rabbits or guinea pigs are typically used for making polyclonal
antibodies. Exemplary preparation of polyclonal antibodies, e.g., for passive protection,
can be performed as follows. 125 non-transgenic mice are immunized with 100 g AB1-
42, plus CFA/IFA adjuvant, and enthanized at 4-5 months. Blood is collected from
imnyunized mice. IgG is separated from other blood components. Antibody specific for
the immumogen may be partially purified by affinity chromatography. Anavmge.of
about 0.5-1 mg of immunogen-specific antibody is obtained per mouse, giving a totel of
60-120 mg. .
Mice are typically used for making monoclonal antibodies. Monoclonals
can be prepared against a fragment by injecting the fragment or longer form of AB into a
mouse, preparing hybridomas and screening the hybridomas for an antibody that
specifically binds to AB. Optionally, antibodies are screened for binding to a specific
region or desired fragment of AB without binding to other nonoverlapping fragments of
AB. The latter screening can be accomplished by determining binding of an antibody to
a collection of deletion mutents of an AP peptide and determining which deletion
mutants bind to the antibody. Binding can be assessed, for example, by Westem blot or
ELISA. The smallest fragment to show specific binding to the antibody defines the
epitope of the antibody. Alternatively, epitope specificity can be determined by a
competition assay is which a test and reference antibody compete for binding to AB. If
the test and reference antibodies compete, then they bind to the same epitope or epitopes
sufficiently proximal such that binding of one antibody interferes with binding of the
other. The preferred isotype for such antibodies is mouse isotype IgG2a or equivalent
isotype in other species. Mouse isotype IgG2a is the equivalent of human isotype IgG1.

" 2. Chimeric and Humanized Antibodies
The present invention also features chimeric and/or humanized antibodies
(i.e., chimeric and/or humanized immunoglobulins) specific for beta amyloid peptide.
Chimeric and/or humanized extibodies have the same or similar binding specificity and
affinity as a mouse or other nophuman antibody that provides the starting material for
construction of a chimeric or humanized antibody. :
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A. Production of Chimeric Antibodies

The tenm “chimeric antibody™ refers to an antibody whose light and
beavy chain genes have been constructed, typically by genetic engineering, from
immunoglobulin gene segments belonging to different species. For example, the i
variable (V) segments of the genes from a mouse monoclonal antibody may be joined to
humen constant (C) segments, such as IgG1 and IgG4. Human isotype IgG1 is
preferred. A typical chimeric antibody is thus a hybrid protein consisting of the V or
antigen-binding domain from a mouse antibody and the C or effector domain from a
humen antibody.

B. Production of Humanized Antibodies _

The term “humsnized antibody™ refers to an antibody comprising at least
one chain comprising varisble region framework residues substantiaily from a human
antibody chain (referred to as the acceptor immunoglobulin or antibody) and at least one

- complementarity determining region substantially from a mouse-antibody, (refemred to

as the donor immunoglobulin or antibody). See, Queen et al., Proc. Natl Acad. Sci.
US4 86:10029-10033 (1989), US 5,530,101, US 5,585,089, US 5,693,761, US
5,693,762, Selick et al., WO 90/07861, and Winter, US 5,225,539 (incorporated by
reference in their entirety for all purposes). The constant region(s), if present, are also
substantially or enfirely from a human immunoglobulin,

The substitution of mouse CDRs into a human variable domain
framework is most likely to result in retention of their correct spatial orientation if the
humen variable domain framework adopts the same or similer conformation to the
mouse varisble framework from which the CDRs originated. This is achieved by
obtaining the lnman variable domains from humsan antibodies whose framework
sequences exhibit a high degree of sequence identity with the murine varisble
framework domains from which the CDRs were dexived. The heavy and light chain
variable framework regions can be detived from the same or different hnmen antibody
sequences. The human antibody sequences can be the sequences of naturally occurring
humananﬁbodimoréanbeconsmsussequencwofmemlhummanﬁbodi. See

[y
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Kettleborough et al., Protein Enginzering 4:773 (1991); Kolbinger et al., Protein
Enginsering 6:971 (1993) and Carter et al., WO 92/22653.

Having identified the complementarity determining regions of the murine
donor immunoglobulin and appropriate human acceptor immunoglobulins, the next step
is to determine which, if any, residues from these components should be substituted to
optimize the properties of the resulting humanized antibody. In general, substitution of
human amino acid residues with murine should be minimized, because infroduction of
murine residues increases the risk of the antibody eliciting 8 human-anti-mouse-antibody
(HAMA) response in humans. Art-recognized methods of determining immune
mponseunbepufomcdmmoniWaHAMAmponseinapuﬁcuiupaﬁen:or
during clinical trials. Patients administered humanized antibodies can be given an
immunogenicity assessment at the beginning and throughout the administration of said
therapy. The HAMA response is measured, for example, by detecting antibodies to the
humanized therapeutic reagent, in serum samples from the patient using a method
known to one in the art, including surface plasmon resonance technology (BIACORE)
and/or solid-phase ELISA analysis.

Certain amino acids from the human variable region framework residues
are selected for substitution based on their possible influence on CDR conformation
and/or binding to antigen. The unnatural juxtaposition of murine CDR regions with
buman variable framework region can result in unnatural conformational restraints,
which, unless corrected by substitution of certain amino acid residues, lead to loss of
binding affinity.

The selection of amino acid residues for substitution is determined, in
part, by computer modeling. Computer hardware and software are described herein for
producing three-dimensional images of immunoglobulin molecules. In general,
molecular models are produced starting from solved structures for immunoglobulin
chains or domains thereof. The chains to be modeled are compared for emino acid
sequence similarity with chains or domains of solved three-dimensional structures, and
the cheins or domains showing the greatest sequence similarity is/are sclected as starting
pointsforconsmmﬁqnofthemolecularmodel. Chains or domains sharing at least 50%
sequence identity are selected for modeling, and preferably those sharing at least 60%,
70%, 80%, 90% sequence identity or more are selected for modeling. The solved
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starting structures are modified to allow for differences between the actual amino acids
in the immunoglobulin chains or domains being modaled, and those in the starting
structore. The modified structures are then assembled into a compasite
immunoglobulin. Finally, the model is refined by energy minimization and by verifying
that all atoms are within appropriate distances from ane another and that bond lengths
and angles are within chemically acceptable limits, '

The selection of amino acid residues for substitution can also be
determined, in part, by examination of the characteristics of the amino acids at particular
locations, or empirical observation of the effects of substitution or mutagenesis of
particular amino acids. For example, when an amino acid differs between 2 murine
variable region framework residue and a selected human variable region framewozk
regidue, the human framework amino acid should usually be substituted by the
equivalent framework amino acid from the mouse anfibody when it is reasonably
expected that the amino acid:

(1) noncovalently binds antigen directly,

(2) isadjacentto a CDR region,

(3)  otherwise interacts with a CDR region (e.g., is within about 3-6 A
of a CDR region as determined by computer modeling), or

(4)  perticipates in the VL-VH interface.

Residues which “noncovalently bind antigen directly” include amino
acids in positions in framework regions which are have & good probability of directly -
interacting with amino acids on the antigen according to established chemical forces, for
example, by hydrogen bonding, Van der Waals forces, hydrophobic interactions, and the
like.

CDR and framework regions are as defined by Kabat ef al. or Chothia et
al., supra. When framework residues, as defined by Kabat et al., supra, constitute
structural Joop residues as defined by Chothia et al., supra, the amino acids present in
the mouse antibody may be selected for substitution into the humanized antibody.
Residues which are “adjacent to a CDR region” include amino acid residues in positions
immediately adjacent to one or more of the CDRs in the primary sequence of the
humsnjzed immunoglobulin chain, for example, in positions immediately adjacent to &
CDR as defined by Kabat, or a CDR as defined by Chothia (See e.g., Chothia and Lesk
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JMB 196:901 (1987)). These amino acids are particularly likely to interact with the
amino acids in the CDRs and, if chosen from the acceptor, to distort the donor CDRs
and reduce affinity. Moreover, the adjacent amino acids may interact directly with the
antigen (Amit ez al., Science, 233:747 (1986), which is incorporeted herein by reference)
and selecting these amino acids from the donor may be desirable to keep all the antigen
contacts that provide affinity in the original antibody.

Residues that “otherwise interact with a CDR region™ include those that
are determined by secondary structural analyais to be in a spatial orientation sufficient to
effect a CDR region. In one embodiment, residues that “otherwise interact with a CDR
region” are identified by analyzing a three-dimensional model of the donor
immunoglobulin {e.g., 2 computer-generated model). A three-dimensional model,
typically of the original donor antibody, shows that certain amino acids outside of the
CDR:s are close to the CDRs and have a good probability of interacting with amino acids
in the CDRs by hydrogen bonding, Van der Waals forces, hydrophobic interactions, etc.
At those amino acid positions, the donor immunoglobulin amino acid rather than the
acceptor immunogiobulin amino acid may be selected. Amino acids according to this
criterion will generally have a side chain atom within about 3 angstrom units (A) of
some atom in the CDRs and must contain an stom that could interact with the CDR
atoms according to established chemical forces, such as those listed above.

‘ In the case of atoms that may form a hydrogen bond, the 3 A is measured
between their nuclei, but for atoms that do not form a bond, the 3 A is measured between
their Van der Waals surfaces. Hence, in the Iatter case, the muclef must be within about
6 A (3 A plus the sum of the Van der Waals radii) for the atoms to be considered capable
of interacting. In many cases the nuclei will be from 4 or 5 to 6 A apart. In determining
whether an amino acid can interact with the CDRs, it is preferred not to consider the last
8 amino acids of heavy chain CDR 2 as part of the CDRs, because from the viewpoint of
structure, these 8 amino acids behave more as part of the framework.

Amino acids that are capable of interacting with amino acids in the
CDRs, may be identified in yet another way. The solvent accessible surface ares of each
framework amino acid is calculated in two ways: (1) in the intact antibody, end (2) in a
hypothetica! molecule consisting of the antibody with its CDRs removed. A significant
difference between these numbers of about 10 square angstroms or more shows that

ok
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access of the framework amino acid to solvent is at least partly blocked by the CDRs,
and therefore that the amino acid is making contact with the CDRs. Solvent accessibie
surface area of an amino acid may be calculated based on a three-dimensional mode] of
an entibody, using algorithms known in the art (e.g., Comnolly, J. Appl. Cryst. 16:548
(1983) and Lee and Richards, J. Mol Biol. 55:379 (1971), both of which are
incorporated herein by reference). Framework amino acids may also occasionally
interact with the CDRs indirectly, by affecting the conformation of another framework
amino acid that in ttrn contacts the CDRs.

‘The amino acids at several positions in the framework are known to be
capable of interacting with the CDRs in many antibodies (Chothia and Lesk, supra,
Chothia ef al, supra and Tramontano et al., J: Mol Biol. 215:175 (1990), all of which
are incorporated herein by reference). Notably, the amino acids at positions 2, 48, 64
and 71 of the light chain and 26-30, 71 and 94 of the heavy chain (nunmbering according
to Kabat) are known to be capable of interacting with the CDRs in many antibodies.
The amino acids at positions 35 in the light chain and 93 and 103 in the heavy chain are
also likely to interact with the CDRs. At afl these mumbered positions, choice of the
donor amino acid rather than the acceptor amino acid (when they differ) to be in the
humanized imnmunoglobulin is preferred. On the other hand, certain residues capeble of
interacting with the CDR region, such as the first 5 amino acids of the light chain, may
sometimes be chosen from the acceptor immunoglobulin withowut loss of affinity in the
humanized immunoglobulin.

Residues which “participate in the VL-VH interface” or “packing
residues” include those residues at the interface between VL and VH as defined, for
example, by Novotay and Haber, Proc. Natl. Acsd. Sci. USA, 82:4592-66 (1985) or
Chothia et al, supra. Generally, unusual packing residues should be retained in the
humanized antibody if they differ from those in the human frameworks.

In general, one or more of the amino acids fulfilling the above criteria is
substituted. In some embodiments, all or most of the amino acids fulfilling the above
criteria are substituted. Occasionally, thers is some ambiguity about whether 2
particuler amino acid meets the above criteria, and alternative variant immunoglobulins
are produced, ane of which has that particulsr substitution, the other of which does not.
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Altemative variant immunoglobulins so produced can be tested in any of the assays
described herein for the desired activity, and the preferred immunoglobulin selected.

UsuaﬂythnCDngionsinhummiudm‘hodiqmmbﬂnﬁally
identical, and more usually, identical to the corresponding CDR regions of the donor
antibody. Although not usually desirable, it is sametimes possible to make one or more
conservative amino acid substitutions of CDR residues without appreciably affecting the
binding affinity of the resulting humanized immunoglobulin. By conservative -
substitutions is intended combinations such as gly, ala; val, ile, leu; asp, glu; asn, gin;
sex, thr; lys, arg; and phe, tyr. ‘

Additional candidates for substitution are acceptor human framework
amino acids that are unusual or “rare” for a human immunoglobulin at that position.
These amino acids can be substituted with amino acids from the equivalent position of
the mouse donor antibody or from the equivalent positions of more typical humen
immunoglobulins. For example, substitution may be desirable when the amino acid in a
human framework region of the acceptor immunoglobulin is rare for that position and
the corresponding amino acid in the donor immunoglobulin is common for that position
in human immunoglobulin sequences; or when the amino acid in the acceptor
immunoglobulin is rare for that position and the corresponding amino acid in the donor
immunoglobulin is also rare, relative to other human sequences. These criterion help
ensure that an atypical amino acid in the hyman framework does not disrupt the antibody
structure. Moreover, by replacing an unusual human acceptor amino acid with an amino
acid from the donor antibody that happens to be typical for human antibodies, the
humanized antibody may be made less immunogenic.

The term “rare”, as used herein, indicates an amino acid occurring at that
position in less than about 209 but usualiy less than about 10%6 of sequences ina

representative sample of sequences, and the term “common”, a8 used herein, indicates an

amino acid occurring in more than about 25% but usually more than about 50% of
sequences in a representative sample. For example, all human light and heavy chain
variable region sequences are respectively grouped into "subgroups" of aqusnmﬂ'm
are especially homologous to each other and have the same amino acids at cerfain
critical positions (Kabat ef al,, supra). When deciding whether an amino acid ina
human acceptor sequence is "rere” or "common" among human sequences, it will often
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be preferable to consider only those hnman sequences in the same subgroup as the
acceptor sequence.

Additiona] candidates for substitution are acceptor human framework
amino acids that would be identified as part of a CDR region under the alternative
definition proposed by Chothia et al, supra. Additional candidates for substitution are
acceptor human framewaork amino acids that would be identified as part of a CDR region
under the AbM and/or contact definitions. Notably, CDR1 in the variable heavy chain is
defined as including residues 26-32.

Additional candidates for substitution are acceptor framework residues
that correspond to a rare or unusual donor framework residue. Rare or unusual donor
framework residues are those that are mre or unusual (as defined herein) for murine
antibodies at that position. For murine antibodies, the subgroup can be determined
according to Kabat and residue positions identified which differ from the consensus.
‘These donor specific differences may point to somatic mutations in the murine sequence
which enhance activity. Unusus] residues that are predicted to affect binding are
retained, whereas residues predicted to be unimportant for binding can be substituted.

Additiona] candidates for substitution are non-germline residues
occurring in an acceptor famework region. For example, when an acceptor antibody
chain (i e., a humen antibody chain sharing significant sequence idexntity with the donor
entibody chain) is aligned to & germline antibody chain (likewise sharing sipnificant
sequence identity with the donor chain), residues not matching between acceptor chain
framework and the germline chain framework can be substituted with comesponding

Other than the specific amino acid substitutions discussed above, the
framework regions of humanized immunoglobulins are usually substantially identical,
end more usually, identical to the framework regions of the human sxtibodies from
which they were derived. Of course, many of the amino acids in the framework region
make little or no direct contribution to the specificity or affinity of an antibody. Thus,
many individual conservative substitutions of framework residues can be tolerated
without appreciable change of the specificity or affinity of the resulting humanized
immunoglobulin. Thus, in one embodiment the variable framework region of the
mmanized immunoglobulin shares at least 85% sequence identity to 8 human variable
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framework region sequence or consensus of such sequences. In another embodiment,
the variable framework region of the hurnanized immunoglobulin shares at least 90%,
preferably 55%, more preferably 96%, 97%, 98% or 99% sequence identity to 8 human
variable framework region sequence or consensus of such sequences. In general,
however, such substitutions are undesirable.

The humanized antibodies preferably exhibit a specific binding affinity
for antigen of at least 107, 10°, 10° or 10'° M™". Usually the upper limit of binding
affinity of the humanized antibodies for antigen is within a factor of three, four or five of
that of the donor immunoglobulin. Often the lower limit of binding affinity is also
within a factor of three, four or five of that of donor immunoglobulin. Alternatively, the
binding affinity can be compared to that of a humanized antibody having no
substitutions (e.g., an antibody having donor CDRs and acceptor FRs, but no FR
substitutions). In such instances, the binding of the optimized antibody (with
substitutions) is preferably at least two- to three-fold greater, or three- to four-fold
greater, than that of the unsubstituted antibody. For making compearisons, activity of the
various antibodies can be determined, for exarple, by BIACORR (Le., surface plasmon
resonance using unlabelled reagents) or competitive binding assays.

C. Production of Humanized 3D6 Antibodies

A preferred embodiment of the present invention features 2 humanized
antibody to the N-terminus of AP, in particular, for use in the therapeutic and/or
diagnostic methodologies described herein. A particularly preferred starting material for
production of humanized antibodies is 3D6. 3D6 is specific for the N-terminus of A
and has been shown to mediate phagocytosis (e.g., induce phagocytosis) of amyloid
plaque (see Examples I-V). The cloning and sequencing of cDNA encoding the 3D6
antibody heavy and light chain variable regions is described in Bxample VL

Suitable human acceptor antibody sequences are identified by computer
compatisons of the amino acid sequences of the mouse variable regions with the
sequences of known human antibodies. The comparison is performed separately for
heavy and light chains but the principles are similar for each. In particular, varizble
domains from buman antibodies whose framework sequences exhibit a high degree of
sequence identity with the murine VI and VH framework regions were identified by
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query of the Kabat Database using NCBI BLAST (publicly accessible through the
National Institutes of Health NCBI internet server) with the respective murine
framework sequences. In one embodiment, acceptor sequences sharing greater that 50%
sequence identity with murine donor sequences are selected. Preferably, acceptor
antibody sequences sharing 60%, 70%, 80%, 90% or more are selected.

A computer comparison of 3D6 revealed that the 3D6 light chain shows
the greatest sequence identity to human light chains of subtype kappa II, and that the
3D6 heavy chain shows greatest sequence identity to luman heavy chains of subtype III,
as defined by Kabat ef al., supra. Thus, light and heavy human framework regions are
preferably derived from human antibodies of these subtypes, or from consensus
sequences of such subtypes. The preferred light chain humean variable regions showing
greatest sequence identity to the corresponding region from 3D6 are from antibodics
having Kabat ID Numbers 019230, 005131, 005058, 005057, 005059, U21040 and
U41645, with 019230 being more preferred. The preferred heavy chain human variable
regions showing greatest sequence idmﬁtytothsmapondingmgionﬁ:om 3D6 are
from antibodies having Kabat ID Numbers 045919, 000459, 000553, 000386 and
M23691, with 045919 being more preferred.

Residues are next selected for substitution, as follows. When an amino
acid differs between a 3D6 variable framework region and an equivalent human veriable
framework region, the buman framework amino acid should usually be substituted by
the equivalent mouse amino acid if it is reasonably expected that the amino acid:

(1) noncovelently binds antigen directly,

(2) is adjacent to a CDR region, is part of a CDR region under the
alternative definition proposed by Chothia et al., supra, or otherwise interacts with a
CDR region (e.g., is within about 3A of a CDR region) (e.g., amino acids at positions
1.2, H49 and H94 of 3D6), or '

(3) participates in the VL-VH interface (e.g., amino acids at positions
136, L46 and H93 of 3D6).

Computer modeling of the 3D6 antibody heavy snd light chain variable
regions, and humanization of the 3D6 antibody is described in Example VII. Briefly, a
three-dimensional model was generated based on the closest solved murine antibody
structures for the heavy and light chains. For this purpose, an entibody designated 1CR9
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(Protein Data Bank (PDB) ID: 1CR9, Kanyo et al,, J. Mol. Biol. 293:855 (1999)) was
chosen as a template for modeling the 3D6 light chain, and an antibody designated
10PG (PDB ID: 10PG, Kodandspani et al, J. Biol. Chem. 270:2268 (1995)) was
chosen as the template for modeling the heavy chain. The model was further refined by
a series of energy minimization steps to relieve unfavorable atomic contacts and
optimize electrostatic and van der Walls interactions. The solved structure of 1gkz
(PDB ID: 1QKZ, Derrick et al,, J, Mol. Biol. 293:81 (1999)) was chosen as a template
for modeling CDR3 of the heavy chain as 3D6 and 10PG did not exhibit significant
sequence homology in this region when aligned for comparison purposes.
herein is publicly avzilable, for example, from the Research Collaboratory for Structural-
Bioinformatics’ Protein Data Bank (PDB). The PDB is freely accessible via the World
Wide Web internet and is described by Berman et al. (2000) Nucleic Actds Research,
28:235. Computer modeling allows for the identification of CDR-inferacting residues.
The computer model of the structure of 3D6 can in turn serve as a starting point for
predicting the three-dimensional structure of an antibody containing the 3D6
complementarity determining regions substituted in human framework structures.
Additional models can be constructed representing the structure as further amino acid
In general, substitution of one, most or all of the amino acids fulfilling the
above criteria is desirable. Accordingly, the hnmanized antibodies of the present
invention will usually contsin a substitution of a htuman light chain framework residue
with a corresponding 3D6 residue in at least 1, 2 or 3, and more usually 4, of the
following positions: L1, L2, L36 and L46. The humanized antibodies also usually
contain a substitution of  human heavy chain framework residue with a corresponding
3D6 residue in at least 1, 2, and sometimes 3, of the following positions: H49, H93 and
H94. Humanized antibodies can also contain a substitution of a heavy chain framework
residue with a corresponding germline residue in at least 1, 2, and sometimes 3, of the
following positions: H74, H77 and H89. :
Occasionally, however, there is some ambiguity about whether a
particular amino acid meets the above criteria, and alternative veriant immunoglobulins
are produced, one of which has that particular substitution, the othér of which does not.
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In instances where substitution with 2 murine residue would introduce a residue that is
rare in human immunoglobulins at a particular position, it may be desirable to test the
antibody for activity with or without the particular substitution. If activity (e.g., binding
affinity and/or binding specificity) is about the same with or without the substitution, the
antibody without substitution may be preferred, as it would be expected to elicit less of a
HAHA response, as described herein.

Other candidates for substitution are acceptor human framework amino
acids that are unusual for a humen immunoglobulin at that position. These amino acids
can be substituted with amino acids from the equivalent position of more typical human
immunoglobulins. Alternatively, amino acids from equivalent positions in the mouse
3D6 can be introduced into the human framework regions when such amino acids are
typical of human immunoglobulin at the equivalent positions.

In additiopal embodiments, when the human light chain framework
acceptor immunoglobulin is Kabat ID Number 019230, the light chain contains
substitutions in at least 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 or more usually 13, of the
following positions: .7, .10, L.12, L15, L17, L39, 145, 163, L.78, L83, L85, L100 or
L104. In additional embodiments when the human heavy chain framework acceptor
immunogiobulin is Kabat ID Number 045919, the heavy chein contains substitntions in
atleast1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, or more usually 15, of the following
positions: H3, HS, H13, H16, H19, H40, H41, H42, H44, H72, H77, H82A, H83, H84,
or H108. These positions are substituted with the amino acid from the equivalent
position of a human immunoglobulin having a more typical amino acid residue.
Examples of appropriate amino acids to substitute are shown in Figures 1 and 2.

Other cendidates for substitution are non-germline residues occurring ina
framework region. A computer comparison of 3D6 with known germline sequences
revealed that heavy chains showing the greatest degree of sequence identity include
germline variable region sequences VH3-48, VH3-23, VH3-7, VH3-21 and VH3-11,
with VH3-23 being more preferred. Aligmment of Kabat ID 045919 with VH3-23
reveals that residues H74, H77 and/or H89 may be selected for substitution with
corresponding germline residues (e.g., residues H74, 577 and/or HH89 when comparing
Kabat ID 045919 and VH3-23). Likewise, germline sequences having the greatest
degree of identity to the 3D6 light chain include A1, A17, A18, A2 and A19, with A19
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framework and one of these gernmline sequences could be selected for substitution with
the corresponding germline residue.

Table 1 summarizes the sequence analysis of the 3D6 VH and VL
regions. Additional mouse and human structures that can be used for computer
modeling of the 3D6 antibody and additional human antibodies are set forth as well as
germline sequences that can be used in selecting amino acid substitutions. Rare mouse
residues are also set forth in Table 1. Rare mouse residues are identified by comparing
the donor VL and/or VH sequences with the sequences of other members of the
subgroup to which the donor VL and/or VH sequences belong (according to Kabat) and
identifying the residue positions which differ from the consensus. These donor specific
differences may point to somatic mutations which enhance activity. Unusual or rare
residues close to the binding site may possibly coatact the antigen, making it desirable to
retain the mouse residue. However, if the unusual mouse residue is not important for
binding, use of the corresponding acceptor residue is preferred as the mouse residue may
create inmunogenic neoepitopes in the humanized antibody. In the situation where an
umusual residue in the donor sequence is actually a common residues in the
corresponding acceptor sequence, the preferred residue is clearly the acceptor residue.

Table 1: Summary of 3D6 V-region sequence

[ Chain Heavy Light
Mouse subgroup ji117) ) T (005840-005844, 005851005853, |
| (Kabat seq ID¥) 003857, 005863)
“Mouse homologs 0W02727/163.1CL. 003840/1210.7
(Kabat/Genbank) 002711/635-C6'CL 005843/42.45.122'CL
002733/8-1-12-5-3-1(A2-1YCL 005842/BXW-14'CL
002715/ASWA2'CL 005841/42.7B3.2'CL
. 020669/414'CL 005851/36-60CRI-
Rare amino acids (% | N40 (0.233%) Y1(.035%)
frequency of D42 (0.699%) I15 (3.3%)
occurrence in class) D27 (0.867%)-CDRI
178 (0.677%)
L85 (0.625%)
W39 (0.815%)-CDR3
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K106A (0295%,)
| Duman Subgroup TII (000488-000491, 000503, 000624) | 11 (005046)
[ Chothia canonical H1: class 1 [205]] . | Ll:class 4 [Imd]
CDR groupings [pdb | H2: class 3 [1igc] L2: cless] [1lmk]
example] L3: ciass 1 [1tet)
Closest solved mouse | PDB 1D: 1OPG Kodandapani efal, | FDB ID: 1CR; Kanyo ef al,, supra,
struchures supra; (12% 24) %i’a"nﬁﬁm;mviaaa,m
Crytallogr. D. Biol Crystallog. 53:186
s : . (1997); (98%, 2.84)
Closest solved buman | 1VH (63%, omr) ILVE G7T%, LEN)
structares 443560 (65%, IgG, A myeloma, 1.8A) | 1B6DA (54%, B-J dimer, 2.84);
KOL/2FB4H (60%, myeloma, 3A) 1VGEL (54%, autvAb)
Geamline query (Hu) @12 75032.1 AT(x63402)
results {top 4) VH3-23 (4512287/BAAT5046.1) A7 (x63403)
VH3-7 (4512Z300/BAA75056.1) A18 ((63396)
VH3-21 (4512287/BAAT5047.1) A2 (m31952)
VH3-11 (4152300/BAA75053.1) A19 (x63397)

10

*heavy chain and light chain from the same sntibody (O-81, Hirabayashi ef af. NAR 20:2601),

Kabat ID sequences referenced herein are publicly available, for
example, from the Northwestern University Biomedical Engineering Department’s
Kabat Database of Sequences of Proteins of Immunological Interest. Three-dimensional
structural information for antibodies described herein is publicly available, for example,
from the Research Collaboratory for Structurat Bioinformatics’ Protein Data Bank
{PDB). The PDB is freely accessible via the World Wide Web intemnet and is described
by Berman ez al. (2000) Nucleic Acids Research, p235-242. Gemmline gene sequences
referenced herein are publicly available, for example, from the National Center for
Bictechnology Information (NCBI) database of sequences in collections of Igh, Ig kappa
and Ig lambda, germline V genes (as a division of the National Library of Medicine
(NLM) at the National Institutes of Health (NIH)). Homology searching of the NCBI
“Ig Germline Genes™ database is provided by IgG BLAST™.
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In a preferred embodiment, a humanized antibody of the present
invention contains (i) a light chain comprising a variable domain comprising murine
3D6 VL CDRs and a human acceptor framework, the framework having at least one,
preferably two, three or four residues selected from the group consisting of L1, L2, L36,
and 146 substituted with the corresponding 3D6 residue and (i) a heavy chain .
comprising 3D6 VH CDRs and a human acceptor framework, the framework having at
least one, preferably two or three residues selected from the group consisting of H49,
H93 and H94 substituted with the corresponding 3D6 residue, and, optionally, at least
one, preferably two or three residues selected from the group consisting of H74, H77
and H89 is substituted with a corresponding human germline residue..

In a more preferred embodiment, a humanized antibody of the present
invention contains (i) a light chein comprising a variable domain comprising murine
3D6 VL CDRs and a human acceptor framework, the framework having resicue 1
substimtedwiﬂiatyr(Y),residueZsubstitlnedwi-thavnl(V),ruidue%subaﬁuned
with a leu (L) and/or residue 46 substituted with an arg (R), and (ii) a heavy chain
comprising 3D6 VH CDRs and a human aceeptor framework, the framework heving
residue 49 substituted with an ala (A), residue 93 substituted with 2 val (V) and/or
residue 94 substituted with an arg (R), and, optionally, having residue 74 substituted
with a ser (S), residue 77 substituted with a thr (T) and/or residue 89 substituted with a
val (V). .

In a perticularly preferred embodiment, a humeanized antibody of the
present invention hes structural features, as described herein, and further has at least one
(preferably two, three, four or all) of the following activities: (1) binds aggrégated AB1-
42 (e.g., as determined by ELISA); (2) binds Af in plaques {e.g., staining of AD and/or
PDAPP plagues); (3) binds AP with two- to three- fold higher binding affinity as
compared to chimeric 3D6 (e.g., 3D6 baving murine CDRs and human acceptor FRs);
(4) mediates phagocytosis of AP (e.g., in an ex vivo phagocytosis assay, as described
herein); and (5) crosses the blood-brain barrier (e.g., demonstrates short-tern brain
localization, for example, in a PDAPP animal model, as described herein).

In another embodiment, 2 humanized antibody of the present invention
has structural features, as described herein, binds AP in a manner or with an affinity
sufficient to elicit at least one of the following in vivo effects: (1) reduce AP plaque

37

4



WO 02/46237 PCT/US01/46587

10

15

20

30

burden; (2) prevent plague formation; (3) reduce levels of soluble AB; (4) reduce the
neuritic pathology associated with an amyloidogenic disorder; (5) lessens or ameliorate
at least one physiological symptom associated with an amyloidogenic disorder; and/or
(6) improves cognitive function.

In another embodiment, a humanized antibody of the present invention
has structural features, as described herein, and specifically binds to an epitope
comprising residues 1-5 or 3-7 of AB. '

3 Hwnaninﬂbodias

Human antibodies against AP are provided by a variety of techniques
dtsmbedbelow Some human antibodies are selected by competitive binding
experiments, or otherwise, to have the same epitope specificity as a particular mouse
antibody, such as one of the mouse monoclonals described herein. Human antibodies
can also be screened for a particular epitope specificity by using only a fragment of AR
as the immunogen, and/or by screening antibodies against a collection of deletion
mutants of Ap. Human antibodies preferably have human IgG1 isotype specificity.

a. Trioma Methodology

The basic approach and an exemplary cell fusion partner, SPAZ4, for
use in this approach have been described by Oestberg ef al., Hybridoma 2:361 (1983);
Oestberg, US Patent No. 4,634,664; end Engleman éf al., US Patent 4,634,666 (each of
which is incorporated by reference in its entirety for all purposes). The antibody-
producing cell lines obtained by this method are called triomas, because they are
descended from three cells; two human and one mouse. Initially, a mouse myeloma line
is fused with a human B-lymphocyte to obtain a non-entibody-producing xenogeneic
hybrid cell, such as the SPAZ~4 cell line described by Oestberg, supra. The xenogeneic
cell is then fused with an immunized human B-lymphocyte to obtain an antibody-
producing trioma cell line. Triomas have been found to produce antibody more stably
then ordinary hybridomas made from human cells.

The immunized B-lymphocytes are obtained from the blood, spleen,
lymph nodes or bone marrow of a buman donor. If antibodies against a specific antigen
or epitope are desired, it is preferable to use that antigen or epitope thereof for
immumization. Immunization can be either in vivo or in vitro. For in vive immunization,
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B cells are typically isolated from a human immymized with AB, a fragment thereof,
larger polypeptide containing A or fragment, or an anti-idiotypic antibody to an
antibody to AB. In some methods, B cells are isolated from the same patient who is
ultimately to be administered antibody therapy. For in vitro immunization, B-
lymphocytes are typically exposed to antigen for a period of 7-14 days in a media such
as RPMI-1640"(see Engleman, supra) supplemented with 10% human plasma.

The immunized B-lymphocytes are fused to a xenogeneic hybrid cell
such as SPAZ-4 by well-known methods. For example, the cells are treated with 40-
50% polyethylene glycol of MW 1000-4000, at about 37 degrees C, for about 5-10 min.
Cells are separated from the fusion miixture and propagated in media selective for the
desired hybrids-{e.g., HAT or AH). Clones secreting antibodies having the required .
binding specificity are identified by assaying the trdoma culture medijum for the ability to
bind to AP or a fragment thereof. Triomas producing humsn antibodies having the
desired specificity are subcloned by the limiting dilution technique and grown in vifro in
culture medium. The trioma cell lines obtained are then tested for the ability to bind A8
or a fragment thereof.

Although triomas are genetically stable they do not produce antibodies at
very high levels. Expression levels can be increased by cloning antibody genes from the
trioma into one or more expression vectors, and transforming the vector into standard
mammalian, bacterial or yeast cell lines.

b. Transgenic Non-Human Mammals

Human antibodies against AP can also be produced from non-human
transgenijc mammals having transgenes encoding at least a segment of the human
immunoglobulin locus. Usually, the endogenous immwnoglobulin locus of such
transgenic mammals is functionally inactivated. Preferably, the segment of the human
immunogiobulin locus includes unrearranged sequences of heavy and light chain
components. Both inactivation of endogenous immunoglobulin genes and introduction
of exogenous immunoglobulin genes can be achieved by targeted homologous
recombination, or by introduction of YAC chromosomes. The transgenic mammals
resulting from this process are capable of functionally rearranging the immumnoglobulin
component sequences, and expressing a repertoire of antibodies of various isotypes
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encoded by human immunoglobulin genes, without expressing endogenous
immunoglobulin genes. The production and properties of mammals having these
properties are described in detail by, e.g., Lonbexg ef al., W093/12227 (1993); US
5,877,397, US 5,874,299, US 5,814,318, US 5,789,650, US 5,770,429, US 5,661,016,
US 5,633,425, US 5,625,126, US 5,569,825, US 5,545,806, Nature 148:1547 (1994),
Nature Biotechnology 14:826 (1996), Kucherlapati, WO 91/10741 (1991) (cach of
which is incorporated by reference in its entirety for all purposes). Transgenic mice are
particularly suitable. Anti-Ap antibodies are obtained by immunizing a transgenic
nonhuman mammal, such as described by Lonberg or Kucherlapati, supra, with A ora
fragment thereof. Monoclonal antibodies are prepared by, e.g., fusing B-cells from such
mammals to suitable myeloma cell lines using conventional Kohler-Milstein technology.
Human polyclopal antibodies can also be provided in the form of serum from humans
immunized with an immunogenic agent. Optionally, such polyclonal antibodies can be
concentrated by affinity purification using AP or other amyloid peptide as an affinity
reagent.

c. Phage Display Methods

A further approach for obtaining humsan anti-Ap antibodies is to screen a
DNA library from human B cells according to the general protocol outlined by Huse et
al., Science 246:1275-1281 (1989). As described for trioma methodology, such B cells
can be obtained from a human immunized with AP, fragments, longer polypeptides
contsining A or fragments or anti-idiotypic antibodies. Optionally, such B cells are
obtained from a patient who is ultimately to receive antibody treatment. Antibodies
binding to AP or a fragment thercof are selected. Sequences encoding such antibodies
(or a binding fragments) are then cloned and amplified. The protocol described by Huse
is rendered more efficient in combination with phage-display technology. See, .2,
Dower et al.,, WO 91/17271, McCafTerty et al., WO 92/01047, Herzig et al., US
5,877,218, Winter et al_, US 5,871 ,967, Winter et al., US 5,858,657, Holliger et al., US
5,837,242, Johnson et al., US 5,733,743 and Hoogenboom et al., US 5,565,332 (each of
which is incorporated by reference in its entirety for all purposes). In these methods,
libraries of phage are produced in which members display different antibodies on their
outer surfaces. Antibodies are usually displayed as Fv or Fab fragments. Phage

40



Uy

WO 02/46237 PCT/US01/46587

10

15

25

displaying antibodies with a desired specificity are selected by affinity enrichmeat to an
AP peptide or fragment thereof.

‘ In a variation of the phage-display method, human antibodies having the
binding specificity of a selected murine antibody can be produced. See Winter, WO
92/20791. In this method, either the heavy or light chain varisble region of the selected
murinc antibody is used as a starting material. If, for example, a light chain variable
region is selected as the starting material, a phage library is constructed in which
members display the same light chain variable region (i.e., the murine starting material)
and a different heavy chain variable region. The heavy chain variable regions are
obtained from a library of rearranged human heavy chain variable regions. A phage
showing strong specific binding for A (e.g., at least 10° and preferably at least 10° M)
is selected. The human heavy chain variable region from this phage then sexves as a
starting material for constructing & further phage library. In this library, each phage
displays the same heavy chain variable region (i.e., the region identified from the first
display library) and a different light chain variable region. The light chain variable
regions are obtained from a library of rearranged human variable light chain regions.
Again, phage showing strong specific binding for AP are selected. These phage display
the variable regions of completely human anti-Af antibodies. These antibodies usually
have the same or similar epitope specificity as the murine starting material.

4. Production of Variable Regions

Having conceptually selected the CDR and framework components of
bumapized immunoglobulins, a variety of methods are available for producing such
immunoglobulins. Because of the degeneracy of the code, a variety of nucleic acid
sequences will encode each immunoglobulin amino acid sequence. The desired nucleic
acid sequences cen be produced by de novo solid-phase DNA synthesis or by PCR
mutagenesis of an earlier prepared variant of the desired polymucleotide.
Oligonucleotide-mediated mutagenesis is a preferred method for preparing substitution,
deletion and insertion variants of target polypeptide DNA. See Adelman ef al., DNA
2:183 (1983). Briefly, the target polypeptide DNA is altered by hybridizing an
oligonucleotide encoding the desired mutatian to a single-stranded DNA template, After
hybridization, a DNA polymerase is used to synthesize an entire second complementary
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strand of the template that incorporates the oligonucleotide primer, and encodes the
selected alteration in the target polypeptide DNA.

3. Selection of Constant Regions

The variable segments of antibodies produced as described supra (e.g.,
the heavy and light chain variable regions of chimeric, himanized, or human antibodies)
aretypicallylinhdtoatleasta_porﬁonofanimmmogloblﬂinconsqm:egion(&),
typically that of a human immunoglobulin. Human constant region DNA sequences can
be isolated in accordance with well known procedures from a variety of human cells, but
preferably immortalized B cells (see Kabat ef al., supra, and Liu ef al., WO87/02671)
(cach of which is incorporated by reference in its entirety for all purposes). Ordinarily,
the antibody will contain both light chain and heavy chain constant regions. The heavy
chain constant region usually includes CH1, hinge, CH2, CH3, and CH4 regions. The
antibodies described herein include antibodies having all types of constant regions,
including IgM, IgG, IgD, IgA and IgE, and any isotype, including IgGl, IgG2, IgG3 and
IgG4. The choice of constant region depends, in part, whether antibody-dependent
complement and/or cellular mediated toxicity is desired. For example, isotopes IgG1
and IgG3 have complement activity and isotypes IgG2 and IgG4 do not. When itis
desired that the antibody (e.g., lumanized antibody) exhibit cytotoxic activity, the
constant domain is usually a complement fixing constant domain and the class is
typicelly IgG1. When such cytotoxic activity is not desirable, the constant domain may
be of the IgG2 class. Choice of isotype can also affect passage of antibody into the
brain. Human isotype IgG1 is prefemred. Light chain constant regions can be lambda or
kappa. The humanized antibody may comprise sequences from more than one class or
isotype. Anﬁbodiucanbemmedaste&amemoontainingtwoﬁghtandtwohqu
chains, as seperate heavy chaing, light chains, as Fab, Fab' F(ab")2, and Fv, or as single
chain antibodies in which heavy and light chain variable domains are linked through a
Spacer.
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6. Expression of Recombinant Antibodies

Chimeric, humanized and human antibodies are typically produced by
recombinant expression. Nucleic acids encoding humanized light and heavy chain
variable regions, optionally linked to constant regions, are inserted into expression
vectors. The light and heavy chains can be cloned in the same or different expression
vectors. The DNA segments encoding immmoglobulin cheins are operably linked to
control sequences in the expression vector(s) that ensure the expression of
immumnoglobulin polypeptides. Expression control sequences include, but are not
limited to, promoters (e.g., naturally-associated or heterologous promoters), signal
sequences, enhancer ¢lements, and transcription termination sequences. Preferably, the
expression control sequences are eukaryotic promoter systems in vectors capable of
transforming or transfecting eukaryotic host cells. Once the vector hasbeen
incorporated into the appropriate host, the host is maintained under conditions suitable
for high level expression of the nucleotide sequences, and the coliection and purification
of the crossreacting antibodies.

These expression vectors are typically replicable in the bost organisms
either as episomes or as an integral part of the host chromosomal DNA. Commonly,
expression vectors contrin selection markers (e.g., ampicillin-resistance, hygromycin-
resistance, tetracycline resistance or neomycin resistance) to permit detection of those .
cells transformed with the desired DNA sequences (see, e.g., Itakura ef al., US Patent
4,704,362).

E. coli is one prokaryotic host particularly useful for cloning the
polynucleotides (e.g., DNA sequences) of the present invention. Other microbial hosts
suitable for use include bacilli, such as Baciljus subtilus, and other enterobacteriaceae, .
such as Salmonella, Serratia, and various Pseudomonas species. In these prokaryotic
hosts, one can also make expression vectors, which will typically contrin expression
control sequences compatible with the host cell {e.g., an origin of replication). In
addition, any number of a variety of well-known promoters will be present, such as the
lactose promoter system, a tryptophan (trp) promoter system, a beta-lactamase promoter
system, or a promoter system from phage lambda. The promoters will typically control
expression, optionally with an operator sequence, and have ribosome binding site
sequences and the like, for initiating and completing transcription and translation.

43 e



43

WO 0246237 PCT/USOL/46587

10

15

20

30

Other microbes, such as yeast, are also useful for expression.
Saccharonryces is a preferred yeast host, with suitable vectors having expression control
sequences (e.g., promoters), an origin of replication, termination sequences and the like
as desired. Typical promoters include 3-phosphoglycerate kinase and other glycolytic
enzymes. Inducible yeast promoters include, among others, promoters from alcohol
dehydrogenase, isoeytc;c.hrome C, and enzymes responsible for maltose and galactose
utilization.

In addition to microorganisms, mammalian tissue cell culture may also be
used to express and produce the polypeptides of the present invention (e.g.,
polynucleotides encoding immunoglobulins or fragments thereof). See Winnacker,
From Genes to Clones, VCH Publishers, N.Y., N.Y. (1987). Eukaryotic cells are
actually preferred, because a number of suitable host cell lines capsbie of secreting
heterologous proteins (e.g., intact immunoglobulins) have been developed in the art, and
include CHO cell lines, various Cos cell lines, Hel.a cells, preferably, myeloma cell
lines, or transformed B-cells or hybridomas Preferably, the cells are nonhuman.
Expression vectors for these cells can include expression control sequences, such as an
origin of replication, a promotes, and an enhancer (Queen ef al., Jmmunol. Rev. 89:49
(1986)), and necessary processing information sites, such as ribosome binding sites,
RNA splice sites, polyadenylation sites, and transcriptional terminator sequences.
Preferred expression control sequences are promoters derived from immunoglobulin
genes, SV40, adenovirus, bovine papilloma virus, cytomegalovirus and the like. See Cu
et al., J. Immunol. 148:1149 (1992). '

Alternatively, antibody-coding sequences can be incorporated in
transgenes for introduction into the genome of a transgenic animal and subsequent
expression in the milk of the transgenic animal (see, e.g., Deboer et al., US 5,741,957,
Rosen, US 5,304,489, and Meade et al., US 5,849,992). Suitable transgenes include
coding sequences for light and/or heavy chains in operable linkage with a promoter and
enhancer from a mammary gland specific gene, such as casein or beta lacioglobulin.

The vectors containing the polynucleotide sequences of interest (e.g., the
heavy and light chain encoding sequences and expression control sequences) can be
transferred into the host cell by well-known methods, which vary depending on the type
of cellular host. For example, calcium chloride transfection is commonly utilized for
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prokaryotic cells, whereas calcium phosphate treatment, electroporation, lipofection,
biolistics or viral-based transfection may be used for other cellular hosts. (See generally
Sambrook e al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press,
2nd ed., 1989) (incorporated by reference in its entirety for all purposes). Other methods
used to transform mammalian cells include the use of polybrene, protopiast fusion,
[iposomes, electroporation, and microinjection (see generally, Sambrook et al., supra).
For production of transgenic animals, transgenes can be microinjected into fertilized
oocytes, or can be incorporated into the genome of embryonic stem cells, and the nuclei
of such cells transferred into enucleated oocytes.

‘When heavy and light chains are cloned on separate expression vectors,
the vectors are co-transfected to obtain expression and assembly of intact
immunoglobulins. Once expressed, the whole antibodies, their dimers, individual light
and heavy chains, or other immunoglobulin forms of the present invention can be
purified according to standard procedures of the art, including ammonium sulfate
precipitation, affinity columns, column chromatography, HPLC purification, gel
electrophoresis and the like (sce generally Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag,
N.Y., (1982)). Substantially pure immunoglobulins of at least about 90 t0 95%
homogeneity are preferred, and 98 to 99% or more homogeneity most preferred, for
pharmaceutical uses.

7. Antibody Fragments T

Also contemplated within the scope of the instant invention are antibody
fragments. In ane embodiment, fragments of non-humen, chimeric and/or buman
antibodies are provided. In another embodiment, fragments of humanized antibodies are
provided. Typically, these fragments exhibit specific binding to antigen with an affinity
of at least 107, and more typicatly 10 or 10° M. Humanized antibody fragments
include separate heavy chains, light chains Fab, Fab' F(ab")2, Fabc, and Fv. Fragments
are produced by recombinant DNA techniques, or by enzymatic or chemical separation
of intaet immunoglobulins.
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8. Testing Antibodies for tic in Animal Models

Groups of 7-9 month old PDAPP mice each are injected with 0.5 mg in
PBS of polyclonal anti-Ap or specific anti-Af monoclonal antibodies. All antibody
preparations are purified to have low endotoxin levels. Monoclonals can be prepared
against & fragment by injecting the fragment or longer form of AP into & mouse,
preparing hybridomas and screening the hybridomas for an antibody that specifically
binds to a desired fragment of AP without binding to other nonoverlapping fragments of
AB.

Mice are injected intraperitoneally as needed over a 4 month period to
maintain a circulating antibody concentration measured by ELISA titer of greater than
171000 defined by ELISA to AB42 or other immunogen. Titers are monitored and mice
are euthanized at the end of 6 months of injections. Histochemistry, A levels and
toxicology are performed post mortem. Ten mice are used per group.

9. Screening Antibodies for Clearing Activity

The invention also provides methods of screening an antibody for activity
in clearing an amyloid deposit or any other antigen, or associated biological entity, for
which clearing activity is desired. To screen for activity against an amyloid deposit, a
tissue sample from a brain of a patient with Alzheimer's disease or an animal model
having characteristic Alzheimer's pathology is contacted with phagocytic cells bearing
an Fe receptor, such as microglial cells, and the antibody under test in a medium in vitro.
The phagocytic cells can be a primery culture or 2 cell line, such as BV-2, C8-B4, or
THP-1. Insomemethods,ﬂnecomponmtxmcomﬁimdonnmimpeslideto
facilitate microscopic monitoring. In some methods, multiple reactions are performed in
parallel in the wells of a microtiter dish. In such a format, 2 separate miniatore
microscope slide can be mounted in the separate wells, or a nonmicroscopic detection
format, such as ELISA detection of A can be used. Preferably, & series of
measurements is made of the amount of amyloid deposit in the in vitro reaction mixture,
starting from a baseline value before the reaction has proceeded, and one or more test
values during the reaction. The antigen can be detected by staining, for example, with a
fluorescently labeled antibody to AP or other component of arnyloid plaques. The
antibody used for staining may or may not be the same as the antibody being tested for
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clearing activity. A reduction relative.to baseline during the reaction of the amyloid
deposits indicates that the antibody under test has clearing activity. Such antibodies are
likely to be useful in preventing or treating Alzheimer's and other amyloidogenic
diseases.

Analogous methods can be used to screen antibodies for activity in
clearing other types of biological entities. The assay can be used to detect clearing
activity against virtually any kind of biological entity. Typically, the biological entity
has some role in human or animal disease. The biological entity can be provided as a
tissue sample or in isolated form. If provided as a tissue sample, the tissue sample is
preferably unfixed to allow ready access to components of the tissue sample and to
avoid perturbing the conformation of the components incidental to fixing. Examples of
tissue samples that can be tested in this assay include cancerous tissue, precancerous
tissue, tissue containing benign growths such as warts or moles, tissue infected with
pathogenic microorganisms, tissue infiltrated with inflammatory cells, tissue bearing
pathological matrices between cells (e.g., fibrinous pericarditis), tissue bearing aberrant
antigens, and scar tissue. Examples of isolated biological entities that can be used
include A, viral antigens or viruses, protsoglycans, antigens of other pathogenic
microorganisms, tumor antigens, and adhesion molecules. Such antigens can be
obtained from natural sources, recombinant expression or chemical synthesis, among
other means. The tissue sample or. isolated biological entity is.contacted with
phagocytic cells bearing Fe receptors, such as monocytes or miczroglial cells, and an
antibody to be tested in 2 medium. The antibody can be directed to the biological entity
under test or to an antigen associated with the entity. In the latter situation, the object is
to test whether the biological entity is vicariously phagocytosed with the entigen.
Usually, although not necessarily, the sntibody and biological entity (sometimes with an
associated antigen), are contected with each other before adding the phagocytic cells.
The concentration of the biological entity and/or the associated antigen femaining in the
medium, if present, is then monitored. A reduction in the amount or concentration of
antigen or the associated biological entity in the medium indicates the antibody has a
clearing response against the antigen and/or associated biological entity in conjunction
with the phagocytic celis (see, e,g., Example IV).
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B. Nucleic Acid Encoding Immunologic and Therapeutic Agenis

Immune responses against amyloid deposits can also be induced by
administration of nucleic acids encoding antibodies and their component chaing used for
passive immunization. Such muecleic acids can be DNA or RNA. A mucleic acid
segment encoding an immunogen is typically linked to regulatory elements, such as a
promoter and enhancer, that allow expression of the DNA segment in the intended target
cells of a patient. For expression in blood cells, as is desirable for induction of an
immune response, promoter and enhancer elements fram light or heavy chain
immunoglobulin genes ar the CMV major intermediate early promoter and enhancer are
suitable to direct expression.. The linked regulatory elements and coding sequences are
often cloned into a vector. Far administration of double-chain antibodies, the two chaing
can be cloned in the same or separate vectors.

A number of viral vector systems are available including retroviral
systems (see, e.g., Lawrie and Tumin, Cur. Opin. Genet. Develop. 3:102-109 (1993));
adenoviral vectors (see, e.g., Bett et al., J. Virol. 67:5911 (1993)); adeno-associated
virus vectors (see, e.g., Zhou et al., J. Exp. Med. 179:1867 (1994)), viral vectors from
the pox family including vaccinia virus and the avian pox viruses, viral vectors from the
alpha virus genus such as those derived from Sindbis and Semliki Forest Viruses (see,
e.g., Dubensky et al., J. Virol. 70:508 (1996)), Venezuelan equine encephalitis virus (see
Johnston et al., US 5,643,576) and thabdoviruses, such as vesicular stomatitis virus (see
Rose, WO 96/34625)and papillomaviruses (Ohe ef al., Human Gene Therapy 6:325
(1995); Woo et al., WO 94/12629 and Xiao & Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24, 2630-

2622 (1996)).

DNA encoding an imnmunogen, or a vector containing the same, can be
packaged into liposomes. Suitable lipids and related analogs are described by Eppstein
et al., US 5,208,036, Felgner et al., US 5,264,618, Rose, US 5,279,833, and Epend et al.,
US 5,283,185. Vectors and DNA encoding an immunogen can also be adsorbed to or
associated with particulate carriers, examples of which include polymethyl methacrylate
polymers and polylactides and poly (lactide-co-glycolides), see, e.g., McGee ef al., J.
Micro Encap. (1996).
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Gene therapy vectors or naked polypeptides (e.g., DNA) can be delivered
in vivo by administration to an individual patient, typically by systemic administration
(e.g., intravenous, intraperitoncal, nasal, gastric, intradenmal, intramuscular, subdermal,
or intracranial infusion) or topical application (see e.g., Anderson et al., US 5,399,346).
The term “naked polynucleotide” refers to a polynucleotide not complexed with
colloidal materials. Naked polymucleotides are sometimes cloned in a plasmid vector.
Such vectors can further include facilitating agents such as bupivacine (Attardo ef al.,
US 5,593,970). DNA can also be administered using a gene gun. See Xiao & Brandsma,
supra. The DNA encoding an immunogen is precipitated onto the surface of
microscopic metal beads. The microprojectiles are accelerated with a shock wave or
expanding helium gas, and penetrute tissues to a depth of several cell layers. For
example, The Accel™ Gene Delivery Device manufactured by Agacetus, Inc, Middleton
WI is suitable. Alternatively, naked DNA can pass through skin into the blood stream
simply by spotting the DNA onto skin with chemical or mechanical irritation (see
Howell et al., WO 95/05853).

In a further variation, vectors encoding immunogens can be delivered to
cells ex vivo, such as cells explanted from an individual patient (e.g., lymphocytes, bone
marrow aspirates, tissue biopsy) or universal donor hematopoietic stem cells, followed
by reimplantation of the cells into a patient, usually after selection for cells which have
incorporated the vector.

II. Prophylactic and Therapeutic Methods

‘The present invention is directed infer alia to treatment of Alzheimes's
and other amyloidogenic diseases by administration of therapeutic immunological
reagents (e.g., humanized immunoglobulins) to specific epitopes within AP to a patient
under conditions that geperate a beneficial therapeutic response in a patient (e.g.,
induction of phagocytosis of AB, reduction of plaque burden, ivhibition of plaque
formation, reduction of neuritic dystrophy, improving cognitive function, and/or
reversing, treating or preventing cognitive decline) in the patient, for example, for the
prevention or treatment of an amyloidogenic disease. The invention is also directed to
use of the disclosed immunological reagents (e.g., humanized immumoglobulins) in the
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manufacture of a medicament for the treatment or preveation of an amyloidogenic
disease.

The term “treatment™ as used herein, is defined as the application or
administration of a therapeutic agent to a patient, or application or administration of a
therapeutic agent to an isolated tissue or cell line from a patient, who has a disease, a
symptom of disease or a predisposition toward a disease, with the purpose to cure, heal,
alleviate, relicve, alter, remedy, ameliorate, improve or affect the disease, the symptoms
of disease or the predisposition toward disease.

In one aspect, the invention provides methods of preventing or treating a
disease associated with amyloid deposits of AP in the brain of a patient, Such diseases
include Alzheimer’s discase, Down’s syndrome and cognitive impairment The latter
can occur with or without other characteristics of an amyloidogenic disease. Some
methods of the invention entail administering an effective dosage of an antibody that
speciﬁcaﬂybindstoacomponm'tofmamyloidd'cposittoﬂxepaﬁm Such methods
are particularly useful for preventing or treating Alzheimer’s disease in nonan patients.
Exemplary methods entail administering an effective dosage of an antibody that binds fo
AB. Preferred methods entail administering an effective dosage of an antibody that
specifically binds to an epitape within residues 1-10 of A, for example, antibodies that
specifically bind to an epitope within residues 1-3 of Ap, antibodies that specifically
bind to an epitope within residues 1-4 of AP, antibodies that specifically bind to an
epitope within residues 1-5 of AP, antibodies that specifically bind to an epitope within
residues 1-6 of AB, antibodies that specifically bind to an epitope within residues 1-7 of -
AB, or antibodies that specifically bind to an epitope within residues 3-7 of AB. In yet
another aspect, the invention features administering antibodies that bind to an epitope
comprising a free N-terminal residue of AB. In yet another aspect, the invention features
administering antibodies that bind to an epitope within residues of 1-10 of A8 wherein
residue 1 and/or residue 7 of AP is aspartic acid. In yet another aspect, the invention
features administering antibodies that specifically bind to A peptide without binding to
full-length amyloid precursor protein (APP). In yet another aspect, the isotype of the
antibody is humen IgG1.
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In yet another aspect, the invention features administering antibodies that
bind to an amyloid deposit in the patient and induce a clearing response against the
amyloid deposit. For example, such a clearing response can be effected by Fc receptor
mediated phagocytosis.

Therapeutic agents of the invention are typically substantially pure from
undesired contaminant. This means that an agent is typically at least about 50% w/w
(weight/weight) purity, as well as being substantially free from interfering proteins and
contaminants. Sometimes the agents are at least about 80% w/w and, more preferably at
least 90 or about 95%3 w/w purity. However, using conventional protein purification
techniques, homogeneous peptides of at least 99% w/w can be obtained.

The methods can be used on both asymptomatic patients and those
currently showing symptoms of disease. The antibodies used in such methods can be
buman, humanized, chimeric or nonbuman antibodies, or fragments thezreof (e.g.,
antigen binding fragrments) and can be monoclonal or polyclonal, as described herein. In
yetmothcraspecttheinvmﬁonfmﬂmsadministuingmﬁbodieaprepuedﬁoma
human immunized with AP peptide, which human can be the patient to be treated with
antibody. )

In another aspect, the invention features administering an antibody with a
pharmaceutical carrier as a pharmaceutical composition. Altematively, the antibody can
be administered to a patient by administering a polynucleotide encoding at least one
antibody chain. The polynucleotide is expressed to produce the antibody chain in the
petient. Optionaily, the polymucleotide encodes heavy and light chains of the antibody.
The polynucleotide is expressed to produce the heavy and light chains in the patient. In
exemplary embodiments, the patient is monitored for level of administered antibody in
the blood of the patient.

The invention thus fulfills a longstanding need for therapeutic regimes for
preventing or ameliorating the neuropathology and, in some patients, the cognitive
impairment associated with Alzheimer’s disease.

51



WO 02/46237 PCT/US01/46587

10

15

A. Patienis Amenable to Treatment

Patients amenable to treatment include individuals at risk of discase but
not showing symptoms, as well as patients presently showing symptoms. In the case of
Alzheimer’s disease, virtually anyone is at risk of suffering from Alzheimer’s disease if
he or she lives long enough. Therefore, the present methods can be administered
prophylactically to the general population without the need for any assessment of the
risk of the subject patient. The present methods are especially useful for individuals
who have a known genetic risk of Alzheimer’s diseese. Such individuals include those
having relatives who have experienced this disease, and those whose risk i% determined
by analysis of genetic or biochemical markers. Genetic markers of risk toward
Alzheimer's disease include mutations in the APP gene, particularly mutations at
position 717 and positions 670 and 671 referred to as the Hardy and Swedish mutations
respectively (sce Hardy, suprg).” Other markers of risk are mutations in the presenilin
genes, PS1 end PS2, and ApoB4, family history of AD, hypercholesterolemia or
atherosclerosis. Individuals presently suffering from Alzheimer’s disease can be
recognized from characteristic dementia, as well as the presence of risk factors described
above. In addition, a number of diagnostic tests are available for identifying individuals
who have AD. These include measurement of CSF tan and AP42 levels. Elevated tan
and decreased AP42 levels signify the presence of AD. Individuals suffering from
Alzheimer's disease can also be diagnosed by ADRDA criteria as discussed in the
Examples section.

In asymptomatic patients, treatment can begin at any age (e.g., 10, 20,
30). Usually, however, it is not necessary to begin treatment until a patient reaches 40,
50, 60 or 70. Treatment typically entails multiple dosages over a period of time.
Treatment can be monitored by assaying antibody levels over time. If the response falls,
a booster dosage is indicated. In the case of potential Down’s syndrome patients,
treatment can begin antepatally by administering therapeutic agent to the mother or
shortly after birth.
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B. Treatment Regimes and Dosages

In prophylactic applications, pharmaceutical compositions or
medicaments are administered to a patient susceptible to, or otherwise at risk of,
Alzheimer’s disease in an amount sufficient to eliminste or reduce the risk, lessen the
severity, or delay the outset of the diseass, including biochemical, histologic and/or
behavioral symptoms of the disease, its complications and intermediate pathological -
phenotypes presenting during development of the disease. In therapeutic applications,
compositions or medicants are administered to a patient suspected of, or already
suffering from such a disease in an amount sufficient to cure, or at least partially arrest,
the symptoms of the disease (biochemical, histologic and/or behavioral), including its
complications and intermediate pathological phenotypes in development of the disease.

In some methods, administration of agent reduces or elimninates
myocognitive impairment in patients that have not yet developed characteristic
Alzheimer’s pathology. An amount adequate to accomplish therapentic or prophylactic
treatment is defined as a therapeutically- or prophylactically-effective dose. In both
prophylactic and therapeutic regimes, agents are usually administered in several dosages
until a sufficient immune response has been achieved. The term “immune response™ or
“immunological response” includes the development of a humoral (antibody mediated)
and/or a cellular (mediated by antigen-specific T cells or their secretion products)
response directed against an antigen in & recipient subject. Such a response can be an
active response, ie., induced by edministration of immunogen, or a passive response,
Le., induced by administration of immunoglobulin oz antibody or primed T-cells.

An “immunogenic agent” or “immunogen” is capable of inducing an
immunological response agrinst itself on administration to & memmal, optionally in

.conjunction with an adjuvant. Typically, the immune response is monitored and

repeated dosages are given if the immume response starts to wane.
Effective doses of the compositions of the present invention, for the
treatment of the above described conditions vary depending upon many different factors,
including means of administration, target site, physiological state of the patient, whether
the patient is human or an animal, other medications administered, and whether
treatment is propbylactic or therapeutic. Usually, the patient is & human but non-human
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mammals including transgenic mammals can also be treated. Treatment dosages need to
be titrated to optimize safety and efficacy.

For passive immunization with an antibody, the dosage ranges from about
0.0001 to 100 mg/kg, and more usually 0.01 to 5 mg/kg, of the host body weight. For
example dosages can be 1 mg/kg body weight or 10 mg/kg body weight ar within the
range of 1-10 mg/kg, preferably at least 1 mg/kg. Subjects can be administered such
doses daily, on alternative days, weekly or according to any other schedule determined
by empirical analysis. An exemplary treatment entails administration in multiple
dosages over a prolonged period, for example, of at least six months. Additional
exemplary treatment regimes entail administration once per every two weeks or once 8
month or once every 3 to 6 months. Exemplary dosage schedules include 1-10 mg/kg or
15 mg/kg on consecutive days, 30 mg/kg on altemate days or 60 mg/kg weekly. In
some methods, two or more monoclonal antibodies with different binding specificities
are administered simultaneously, in which case the dosage of each antibody

Antibody is usually administered on multiple occasions. Intervals
between single doseges cen be weekly, monthly or yearly. Intervals can also be
irregular as indicated by measuring blood levels of antibody to A in the patient. In
some methods, dosage is adjusted to achieve a plasma antibody concentration of 1-1000
pg/ml and in some methods 25-300 pg/ml. Alternatively, antibody can be administered
as a sustained release formulation, in which case less frequent administration is required.
Dosage and frequency.vary depending on the half-life of the antibody in the patient. In
general, human antibodies show the longest half-life, followed by humanizsd antibodies,
chimeric antibodies, and nonhuman antibodies.

The dosage and frequency of administration can vary depending on
whether the treatment is prophylactic or therapeutic. In prophylactic applications,
compositions containing the present antibodies or a cocktail thereof are administered to
a patient not already in the disease state to enhance the patient’s resistance. Such an
amount is defined to be a “prophylactic effective dose.” In this use, the precise amounts
again depend upon the patient’s state of health and general immunity, but generally
range from 0.1 to 25 mg per dose, especially 0.5 to 2.5 mg per dose. A relatively low
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dosage is administered at relatively infrequent intervals over a long period of time.
Some patients continue to receive treatment for the rest of their lives.

In therapeutic applications, a relatively high dosage (e.g., from about 1 to
200 mg of antibody per dose, with dosages of from 5 to 25 mg being more commonly
used) at relatively short intervals is sometimes required unti] progression of the disease
is reduced or terminated, and preferably until the patient shows partial or complete
amelioration of symptoms of disease. Thereafter, the patent can be administered a
prophylactic regime.

Doses for nucleic acids encoding antibodies range from about 10 ng to
1 g, 100 ng to 100 mg, 1 ug to 10 mg, or 30-300 ug DNA per patient. Doses for
infections viral vectors vary from 10-100, or more, virions per dose.

Therapeutic agents can be administered by parenteral, topical,
intravenous, oral, subcutaneous, intraarterial, intracranial, infraperitoneal, intranasal or
intremuscular means for prophylactic and/or therapeutic treatment. The most typical
route of administration of an immunogenic agent is subcutaneous although other routes
can be equally effective. The next most common route is intramuscular injection. This
type of injection is most typically performed in the amm or leg muscles. In some
methods, agents are injected directly into a particular tissue where deposits have
accumulated, for example intracranial injection. Intramuscular injection or intravenous
infusion are preferred for administration of antibody. In some methods, particular
therapeutic antibodies are injected directly into the cranium. In some methods,
antibodies are administered as a sustained release composition or device, such as &
Medipad™ device. .

Agents of the invention can optionally be administered in combination
with other agents that are at least partly effective in treatment of amyloidogenic disease.
In the case of Alzheimer’s and Down's syndrome, in which amyloid deposits occur in
the brain, agents of the invention can also be administered in conjunction with other
agents that increase passage of the agents of the invention across the blood-brain barrier.
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C. Pharmaceutical Compositions

Agents of the invention are often administered as pharmaceutical
compositions comptising an active therapeutic agent, i.e., and a variety of other
pharmaceutically acceptable components. See Remington’s Pharmaceutical Science
(15th ed., Mack Publishing Company, Easton, Peﬁnsylvania (1980)). The preferred
form depends on the intended mode of administration and therapeutic application. The
compositions can also inclnde, depending on the formulation desired, pharmaceutically-
acceptable, non-toxic carriers or diluents, which are defined as vehicles commonly used
to formulate pharmaceutical compositions for animal or human administration. The
diluent is selected so as not to affect the biological activity of the combination.
Examples of such diluents are distilled water, physiological phosphate-buffered saline,
Ringer’s solutions, dextrose solution, and Hank's solution. In addition, the
pharmaceutical composition or formulation may also include other carriers, adjuvants, or
nontoxic, nontherapeutic, nonimmunogenic stabilizers and the like.

Pharmaceutical compasitions can also include large, slowly metabolized
macromolecules such as proteins, polysaccharides such as chitosan, polylactic acids,
polyglycolic acids and copolymers (such as latex functionalized sepharose(TM),
agarose, cellulose, and the like), polymeric amino acids, amino acid copolymers, and
lipid aggregates (such as oil droplets or liposomes). Additionally, these carriers can
function as immunostimulating ageats (i ., adjuvants). '

For parenteral administration, agents of the invention can be administered
as injectable dosages of & solution or suspension of the substance in a physiologically
accepiable diluent with a pharmaceutical carrier that can be 2 sterile liquid such as water
oils, saline, glycerol, or ethanol. Additionally, anxiliary substances, such as wetting or
emulsifying agents, surfactants, pH buffering substances and the like can be present in
compositions. Other components of pharmaceutical compositions are those of
petroleum, animal, vegetable, or synthetic origin, for example, peanut oil, soybean oil,
and mineral oil. In general, glycols such as propylene glycol or polyethylene glycol are
preferred liquid carriers, particularly for injectable solutions. Antibodies can be
administered in the form of a depot injection or implant preparation, which can be
formulated in such a manner as to pennit a sustained release of the active ingredient. An
exemplary composition comprises monoclonal entibody at 5 mg/ml., formulated in
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aqueous buffer consisting of 50 mM L-histidine, 150 mM NaCl, adjusted to pH 6.0 with
HCL

Typically, compositions are prepared as injectables, either as liqmd
solutions or suspensions; solid forms snitable for solution in, or suspension in, liquid
vehicles prior to injection can also be prepared. The preparation also can be exulsified
or encapsulated in liposomes or micro particles such as polylactide, polyglycolide, or
copolymer for enhanced adjuvant effect, as discussed above (see Langer, Science 249:
1527 (1990) and Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28:97 (1997)). The agents of
this invention can be administered in the form of a depot injection or implant
preparation, which can be formulated in such a manner as to permit & sustained or
pulsatile release of the active ingredient.

Additional formulations suitable for other modes of administration
include oral, intrapasa), and pulmonary formulations, suppositories, and transdermal
applications. For suppositories, binders and carriers include, for example, polyalkylene
glycols or triglycerides; such suppositories can be formed from mixtures containing the
active ingredient in the range of 0.5% to 10%, preferably 1%-2%. Oral formulations
include excipients, such as pharmaceutical grades of mannitol, lactose, starch,
magnesium Stearate, sodiwmn saccharine, cellulose, and magnesium carbonate. These
composttions take the form of solutions, suspensions, tablets, pills, capsules, sustained
release formulations or powders and contain 10%-95% of active ingredient, preferably
25%-170%.

Topical application can result in transdermal or intradermal delivery.
Topical administration can be facilitated by co-administration of the agent with cholera
toxin or detoxified derivatives or subunits thereof or other similar bacterial toxins (See
Glenn et al., Nature 391, 851 (1998)). Co-administration can be achieved by using the
components as a mixture or as linked molecules obtained by chemical crosslinking or
expression as & fusion protein. _

Alternatively, transdermel delivery can be achioved using a skin path or
using transferosomes (Paul et al., Eur, J. Immunol. 25:3521 (1995); Cevc et al,

" Biochem. Biophys. Acta 1368:201-15 (1998)).
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III. Monitoring the Course of Treatment

The invention provides methods of monitoring treatment in a patient
suffering from or susceptible to Alzheimer’s, ie., for monitoring a course of treatment
being administered to a patient The methods can be used to monitor both therapeutic
treatment on symptomatic patients and prophylactic treatment on asymptomatic patients.
In particular, the methods are useful for monitoring passive immunization (e.g.,
measuring Jevel of admirnistered antibody).

Some methods entail determining a baseline value, for example, of an
antibody level or profile in a patient, before administering a dosage of agent, and
comparing this with a value for the profile or level after treatment. A significant
increese (i.e., greater than the typical margin of experimental error in repeat
measurements of the same sample, expressed as one standard deviation from the mean
of such measurements) in value of the level or profile signals a positive treatment
outcome (i.e., that administration of the agent bas achieved a desired response). If the
value for immune response does not change significantly, or decreases, a negative
treatment outcome is indicated. '

In other methods, a control value (i.e., 2 mean and standard devistion) of
level or profile is determined for a control population. Typically the individuals in the
control population have not received prior treatment. Measured values of the level or
profile in a patient after administering a therapeutic agent are then compared with the
control value. A significant increase relative to the control value (e.g., greater than one
standard deviation from the mean) signals a positive or sufficient treatment outcome. A
lack of significant increase or a decrease signals a negative or insufficient treatment
outcome. Administration of agent is generally continued while the level is increasing
relative to the control value. As before, attainment of a platean relative to control values
is an indicator that the administration of treatment can be discontinued or reduced in
dosage snd/or frequency.

In other methods, a control value of the level ar profile (e.g., a mean and
standard deviation) is determined from a comiroal population of individuals who bave
undergone treatment with a therapeutic agent and whose levels or profiles have
plateaued in response to treatment. Measured velues of levels or profiles in a patient are
compared with the control value, Ifthe measured level in a patient is not significantly
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different (e.g., more than one standard deviation) from the control value, treatment can
be discontinued. If the level in a patient is significantly below the control value,
continued administration of agent is warranted. If the level in the patient persists below
the control value, then a change in treatment may be indicated.

In other methods, a patient who is not presently receiving treatment but
has undergone a previous course of treatment is monitored for antibody levels or profiles
to determine whether a resumption of treatment is required. The measured level or
profile in the patient can be compared with a value previously achieved in the patient
after a previous course of treatment. A significant decrease relative to the previous
measurement (i.e., greater than a typical margin of error in repest measurements of the
same sample) is an indication that treatment can be resumed. Alternatively, the value
measured in a patient can be compared with a control value (mean plus standard
deviation) determined in & population of patients after undergoing a course of treatment.
Alternstively, the measured value in & patient can be compared with a control value in
populations of prophylactically treated patients who remain free of symptoms of disease,
or populations of therapeutically treated patients who show amelioration of disease
characteristics. In all of these cases, a significant decrease relative to the control level
(i.e., more than a standard deviation) is an indicator that treatment should be resumned in
a patient.

The tissue sample for analysis is typically blood, plasma, serum, mucous
fluid or cerebrospinal fluid from the patient. The sample is analyzed, for example, for
levels or profiles of antibodies to AP peptide, e.g., levels or profiles of humemized
antibodies. ELISA methods of detecting antibodies specific to AP are described in the
Examples section. In some methods, the level or profile of an administered antibody is
determined using a clearing assay, for example, in an in vitro phegocytosis assay, as
described herein. In such methods, a tissue sample from a patient being tested is
contacted with amyloid deposits (e.g., from a PDAPP mouse) and phagocytic cells
bearing Fc receptors. Subsequent clearing of the amyloid deposit is then monitored.
The existence and extent of clearing response provides an indication of the existence and
level of antibodies effective to clear AP in the tissue sample of the patient under test.
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The antibody profile following passive immumization typically shows an
immediate peak in antibody concentration followed by an exponential decay. Without a
further dosage, the decay approaches pretreatment levels within a period of days to
months depending on the haif-life of the antibody administered. For example the half-
life of some humean antibodies is of the order of 20 days.

In some methods, a baseline measurement of antibody to Ap in the
patient is made before administration, a second measurement is made soon thereafter to
determine the peak antibody level, and one or more further measurements are made at
intervals to monitor decay of antibody levels. When the leve] of antibody has declined
to baseline or a predetermined percentage of the peak less baseline (e.g., 50%, 25% or
10%), administration of a further dosage of antibody is administered., In somne methods,
peak or subsequent measured levels less beckground are compared with reference levels
previously determined to constitute a beneficial prophylactic or therapeutic treatment
regime in other patients. If the measured antibody level is significantly less than a
reference level (e.g., less than the mean minus one standard deviation of the reference
value in population of patients benefiting from treatment) administration of an additional
dosage of antibody is indicated.

Additional methods include monitoring, over the course of treatment, any
art-recognized physiologic symptom (e.g., phygical or mental symptom) routinely relied
on by researchers or physicians to diagnose or monitor amyloidogenic diseases (e.g.,
Alzheimer’s disease). For example, one can monitor cognitive impairment. The latter
is a symptom of Alzheimer’s disease and Down’s syndrome but can also occur without
other chamacteristics of either of these diseases. For example, cognitive impairment can
be monitored by determining a patient’s score on the Mini-Mental State Exam in
accordance with convention throughout the course of treatment.

C. Kits

The invention further provides kits for performing the monitoring
methods described above. Typically, such kits contain an agent that specifically binds to
antibodies to AB. The kit can also include a label. For detection of antibodies to AB, the
label is typically in the form of 1abeled anti-idiotypic antibodies. For detection of
antibodies, the agent can be supplied prebound to a solid phase, such as to the wells of a
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microtiter dish. Kits also typically contain labeling providing directions for use of the
kit, The labeling may also include a chart or other correspondence regime correlating
levels of measured label with levels of antibodies to AB. The term labeling refers to any
wriiten or recorded material that is attached to, or otherwise accompanies a kit at any
time during its manufacture, transport, sale or use. For example, the term labeling
encompasses advertising leafiets and brochures, packsging materials, instructions, audio
or videocasseties, computer discs, as well as writing imprinted directly on kits.

The invention also provides diagnostic kits, for example, research,
detection and/or diagnostic kits (e.g., for performing in vivo imaging). Such kits
typically contain an antibody for binding to an epitope of AP, preferably within residues
1-10. Preferably, the antibody is labeled or a secondary labeling reagent is included in
the kit. Preferably, the kit is labeled with instructions for performing the intended
application, for example, for performing an in vivo imaging assay. Exemplary
antibodies are those described herein. '

D. In vivo Imaging

The invention provides methods of in vivo imaging amyloid deposits in &
patient. Such methods are useful to diagnose or confirm diagnosis of Alzheimer’s
disease, or susceptibility thereto. For example, the methods can be used on a patient
presenting with symptoms of dementia. If the patient has abnormal amyloid deposits,
then the patient is likely suffering from Alzheimer’s disease. The methods can also be
used on asymptomatic patients. Presence of abnormal deposits of amyloid indicates
susceptibility to fitture symptomatic disease. The methods are also useful for monitoring

- disease progression and/or response to treatment in patients who have been previously

diagnosed with Alzheimer’s disease.
The methods work by administering a reagent, such as antibody that binds

10 AB, to the patient and then detecting the agent after it has bound. Preferred antibodies

bhind to AR deposits in a patient without binding to full length APP polypeptide.
Antibodies binding to an epitope of AP within amino acids 1-10 are particularly
preferred. In some methods, the antibody binds to an epitope within amino acids 7-10 of
APB. Such antibodies typically bind without inducing a substantial clearing response. In
othet methods, the antibody binds to an epitope within amino acids 1-7 of AB. Such
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antibodies typically bind and induce a clearing response to AB. However, the clearing

.response can be avoided by using antibody fragments Iacking a full-length constant

region, such as Fabs. In some methods, the same antibody can serve as both a treatment
and diagnostic reagent. In general, antibodies binding to epitopes C-terminal to residue

10 of AP do not show as strong 2 signal as antibodies binding to epitopes within residues
1-10, presumably because the C-terminal epitopes are inaccessible in amyloid deposits.

Accordingly, such antibodies are less preferred.

Diagnostic reagents can be administered by intravenous injection into the
body of the patient, or directly into the brain by intracranial injection or by drilling a
hole through the skull. The dosage of reagent should be within the same ranges as for
treatment methods. Typically, the reagent is labeled, although in some methods, the
primary reagent with affinity for A is unlabelled and a secondary labeling agent is used
to bind to the primary reagent. The choice of label depends on the means of detection.
For example, & flucrescent label is suitable for optical detection. Use of paramagnetic
labels is suitable for tomographic detection without surgical intervention. Radioactive
labels can also be detected using PET or SPECT.

Diagnosis is performed by comparing the number, size, and/or intensity
of labeled loci, to corresponding baseline values. The base line values can represent the
mean levels in a population of undiseased individuals. Baseline values can also '
represent previous levels determined in the same patient. For example, baseline values
can be determined in a patient before beginning treatment, and measured values
thereafter compered with the baseline values. A decrease in values relative to baseline
signals a positive response to treatment.

The present invention wiil be more fully described by the following non-
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EXAMPLES

mple L.: Therapentic Efficacy of Anti-AP Anfibodies:

mAb b 21F12 and pAb AB1-42
This example tests the capacity of various monoclonal and polyclonal
antibodies to AP to inhibit accumulation of AP in the brain of heterozygotic transgenic

mAb 10D5

A. Study Design

Sixty male and female, heterozygous PDAPP transgenic mice, 8.5 to 10.5
months of age were obtained from Charles River Laboratory. The mice were sorted into
six groups to be treated with various antibodies directed to AB. Animals were
distributed to match the gender, age, parentage and source of the animals within the
groups as closely as possible. Table 2 depicts the Expecimental design.

Table 2: Experimental Design

Treatment N Treatment Antibody Antibody
Group Antibody .y Isatype
Specificity .
1 9 none b
(PBS alone) NA NA
2 10 Polycional AB1-42 mixed
3 0 mAb® 2H3 ABl1-12 IgGl _
)
4 I mAb 10D5 AB3-7 IgGl
5 6 mAb 266 APB13-28 1gG1
6 8 mAb 21F12 Ap33-42 IgG2a
o Number of mice in group at termination of the experiment. A.Ilgwpsm-tedmﬂ: 10 animals per group,
b. NA: not spplicable

¢. monse polyclonal: anti-aggregated AP42
4. mAh: monoclonal antibody
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As shown in Table 2, the antibodies included four murine AB-specific
monaoclonal antibodies, 2H3 (directed to AP residues 1-12), 10D5 (directed to AS
residues 3-7), 266 (directed to AP residues 13-28 and binds to soluble but not to
aggregated AN1792), 21F12 (directed to AP residues 33-42). A fifth group was treated
with an AB-specific polyclonal antibody fraction (raised by immunization with
aggregated AN1792). The negative control group received the diluent, PBS, alone
without antibody.

B. Monitoring the Course of Treatment

T‘hemonoclonalanﬁbodiﬁwqeiqiecteduadoseofabout 10 mg/kg
(assuming that the mice weighed 50 g). Antibody titers were monitored over the 28
weeks of treatment. Injections were administered intreperitoneally every seven days on
average to maintain anti-Af titers above 1000. Although lower titers were measured for
mAb 266 since it does not bind well to the aggregated AN1792 used as the capture
antigen in the assay, the same dosing schedule was maintained for this group. The group
the antibody was cleared too rapidly in vivo.

For determination of antibody titers, & subset of three rendomly chosen
mice from each group were bled just prior to each intraperitoneal inoculation, for a total
of 30 bleeds. Antibody titers were measured as Ap1-42-binding antibody using a
sandwich ELISA with plastic multi-well plates coated with AB1-42 as described in
detail in the General Materials and Methods. Mean titers for each bleed are set forth in
Table 3 for the polyclonal antibody and the monoclonals 10D5 and 21F12.

Table 3:
weoks 21Fi2 weeks 10D5 [weeks poly| poly
21F12 10D5
— 045 | GO0 | 046 | 3000 | 015 | 4600 |
05 80O 0.5 14000 05 4000
1 2500 1 5000 1 4500
15 1800 11 5000 15 3000
2 1400 12 1300 2 1300
3 6000 2 3000 3 1800
35 550 3 4000 as 650
4 1600 35 500 4 1300
5 928 4 2400 5 450
8 3300 5 825 ) 2100
7 4000 6 1700 7 1300
8 1400 7 1800 8 2300
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9 1800 8 4000 0 700
10 1700 8 1800 10 800
11 1600 10 1800 1 600
12 1000 " 2300 12 1000
13 1500 12 2100 13 200
14 1300 13 2800 14 1900
15 1000 . 14 1800 - 15 1200
18 1700 16 2700 16 700
17 1700 16 1300 177 2100
18 5000 17 2200 18 1800
19 900 18 2200 1B 1800
20 300 16 2500 20 1200
= 1750 20 980 2 1000
23 1600 22 2000 2 1200
24 1000 p < 1000 24 675
25 1100 24 850 25 850
28 2250 25 600 28 1600
27 1400 ] 1100 r 1800
2 14 1450 28

28

10

15

20

Titers averaged about 1000 over this time period for the polyclonal
antibody preparation and wege slightly above this level for the 10D5- and 21F12-treated

Treatrnent was continued over a six-month period for a total of 196 days.
Animals were euthanized one week after the final dose.

and APP in the Brain:

Following about six months of treatment with the various anti-Af
antibody preparations, brains were removed from the animals following saline perfusion.
One hemisphere was prepared for immunohistochemical enalysis and the second was
used for the quantitation of AP and APP levels. To measure the concentrations of
various forms of beta amyloid peptide and amyloid precursor protein (APP), the
hemisphere was dissected and homogenstes of the hippocampal, cortical, and cerebellar
regions were prepered in SM gusnidine, These were serially diluted snd the level of
amyloid peptide or APP was quantitated by comparison to a series of dilutions of
standards of AP peptide or APP of known concentrations in an ELISA format.

The levels of total Af and of AB1-42 measured by ELISA in
homogenates of the cortex, and the hippocampus and the level of total A in the
cerebellum are shown in Tables 4, 5, and 6, respectively. Themed:mooncenlnnon of
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total AP for the control group, inoculated with PBS, was 3.6-fold higher in the
hippocampus than in the cortex (median of 63,389 ng/g hippocampal tissue compared to
17,818 ng/g for the cortex).’ The median level in the cerebellum of the control group
(30.6 ng/g tissue) was more than 2,000-fold lower than in the hippocampus. These
levels are similar to those previously reported for heterozygous PDAPP transgenic mice
of this age (Johnson-Wood et al., supra).

EthmgonetuimangmuphadamedimABleﬁmemdu
AP1-42, which differed significantly from that of the control group (p <0.05), those
animals receiving the polyclonal anti-Af antibody as shown in Table 4. The median
level of AB1-42 was reduced by 65%, compared to the control for this treatment group.
The median levels of AP1-42 were also significantly reduced by 55% compared to the
control in one additional treatment group, those animals dosed with the mAb 10D5 (p =
0.0433).



L9

c. Mann Whitney analysis
d. NA: not applicable
e. Standard Deviation

ELN-002PC
Table 4
CORTEX
Treatment .
Group N Medians Meams
Total AP Ap42 Total AR AB42
v;-;i:so‘A P wvalue® | % Change ?:l{ls: P walue | % Change ELISA value ELISA valus
PBS 9 17818 NA* NA 13802 NA NA 16150+/-7456* 12621+/-5738
] "X‘g:‘z“"‘ wt- | g 6160 0.0055 -65 489 0.0071 45 5912:H-4492 445443347
mAb 10DS ] 7915 0.1019 -56 6214 0.0433 -55 9695+/-6929 6943+/-3351
mAb 266 6 9144 0.1255 49 8481 0.1255 -39 9204+/-9293 7489+/-6921
mAb 21F12 8 15158 0.2898 -15 13578 0.7003 2 124814/-7082 11005+/-6324
ootnotes:
a. Number of animals per group at the end of the experiment
b. ng/g tissue

>/

LETIVTOOM

L8S9%/T0SD/LDd
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In the hippocampus, the median percent reduction of total Af associated
with treatment with polyclonal snti-Ap antibody (50%, p = 0.0055) was not as great as
that observed in the cortex (65%) (Table 5). However, the absohite magnitude of the

5 ndmﬁonwnsa]mosﬂ-ﬁ;ldgmaterintbehippocampustbminiheoortmgane_t
reduction of 31,683 ng/g tissue in the hippocampus versus 11,658 ng/g tissue in the
cortex, When measured as the level of the more amyloidogenic form of Ap, Ap1-42,
rather than as total AB, the reduction achieved with the polyclonal antibody was
significant (p = 0.0025). The median levels in groups treated with the mAbs 10D5 and

10 266 were reduced by 33% and 21%, respectively.



BLN-002PC
Table 5
HIPPOCAMPUS
- - -
Treatment | N Medians Means
Group
Total AR Ap42 Total AR Ap42
'EIISA [P % ELISA | P % ELISA value | ELISA value
value® value® Change | value value Change
PES 9 63389 [NA" NA 54429 [NA NA 58351+/-13308° | 52801+-14701
Polyclonal (10 | 31706 | 0.0055 {-50 27127 [0.0025 |-50 30058+/-22454 | 24853+-18262
anti-Ap42 )
mAb10D5 |8 46779 | 0.0675 |-26 36290 (00543 |33 4458T+/-18632 | 36465+/-17146
mADb 266 6 48689 [0.0990 |-23 303800950 |2 36419+4/-27304 | 32919+/-25372
mAb21FI12 |8 51563 | 0.7728 [-19 47961 | 0.8099 |-12 573274128927 | 50305+-23927 |

8, Number of animals per group at the end of the experiment
b. ng/g tissue

c. Mann Whitney analysis

d. NA: not applicable

e. Standard Deviation

LETIPO OM

LBSIY/TOSI/LDd
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Total A was also measured in the cerebellum (Table 6). Those groups
dosed with the polyclonal anti-Ap and the 266 antibody showed significant reductions of
the levels of total AP (43% and 46%, p = 0.0033 and p = 0.0184, respectively) and that

5  group treated with 10D5 had a near significant reduction (29%, p = 0.0675).

10

15

Tabie 6

~ CEREBELLUM
Treatment N* Medians Mezns
Group

Total AR Total AR

ELISA P . %

value® | value® | Change value
PBS 9 30.64 NA? NA | 40.004/-31.89"
Polyclonal
et AB42 10 17.61 0.0033 43 | 18.15+/-436
mAb 10D5 3 21.68 0.0675 29 |2729+/-19.43
mAb 266 6 1659 | 0.0184 46 | 19.59+/-6.59
mAb 21F12 3 29.80 | >0.9999 3 32.88+/-9.90

a. Number of animals per group at the and of the experiment
b. ng/g tissue

¢. Mann Whitney analysis

d. NA: not applicable

e. Standard Deviation

APP concentration was also determined by ELISA in the cortex and
cerebellum from antibody-treated and control, PBS-treated mice. Two different APP
assays were utilized. The first, designated APP-o/FL, recognizes both APP-alpha (c,
the secreted form of APP which has been cleaved within the AB sequence), and full-
length forms (FL) of APP, while the second recognizes only APP-c. In contrast to the
treatment-associated diminution of AP in a subset of treatment groups, the levels of APP
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were virtually unchanged in all of the treated compared to the control animals. These
results indicate that the immunizations with Af antibodies deplete Af without depleting
APP.

In summary, AP levels were significantly reduced in the cortex,
kippocampus and cerebellum in animals treated with the polyclonal antibody raised
egainst AN1792. To a lesser extent monoclonal antibodies to the amino terminal region
of AP1-42, specifically amino acids 1-16 and 13-28 also showed significant treatment
effects.

D. Histochemical Analyses:

The morphology of AP-immunoreactive plaques in subsets of brains from
mice in the PBS, polyclonal AB42, 21F12, 266 and 10D5 treatment groups was
qualitatively compared to that of previous studies in which standard immunization
procedures with AB42 were followed. '

The largest alteration in both the extent and appearance of amyloid
plaques occuired in the animals immunized with the polyclonal AB42 antibody. The
reduction of emyloid load, eroded plaque morphology and cell-associated AP
immunoresctivity closely resembled effects produced by the standard immunization
procedure. These observations support the ELISA results in which significant reductions
in both total AB and AB42 were achieved by administration of the polyclonal Ap42
anﬁbody.'

In similar qualitative evaluations, amyloid pleques in the 10D5 group
were also reduced in number and appesrance, with some evidence of cell-associated AP
immunoreactivity. Relative to control-treated animals, the polyclonal Ig fraction against
AR and one of the monoclonal entibodies (10DS) reduced plaque burden by 93% and
81%, respectively (p<0.005). 21F12 appeared to have a relatively modest effect on
plague burden. Micrographs of brain after treatment with pAbAB ;.42 show diffuse
deposits and absence of many of the larger compacted plaques in the pAbAfy.¢2 treated
group relative to control treated animals.

)
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E. Lymphoproliferative Responses
. AB-dependent lymphoproliferation wes measured using spleen cells
harvested eight days following the final antibody infusion. Freshly harvested celis, 10°
per well, were cultured for 5 days in the presence of AB1-40 at a concentration of 5 pM
for stimulation. As a positive control, additional cells were cultured with the T cell

mitogen, PHA, and, as a negative control, cells were cultured without added peptide.

Splenocytes from aged PDAPP mice passively immunized with various
anti-AP antibodies were stimulated in vitro with AN1792 and proliferative and cytokine
responses were measured. The purpose of these asssys was to determine if passive
immunization facilitated antigen presentation, and thus priming of T cell responses
specific for AN1792. No AN1792-specific proliferative or cytokine responses were
observed in mice passively immunized with the anti-Ap antibodies.

Example IT: Therapeutic Efficacy of Anti-Ap Antihodies: mAb 2H3, mAb 10D5,

266, mAb 21F12 D6 b 16C11 and -42

In a second study, treatment with 10D5 was repeated and two additional
anti-AP antibodies were tested, monoclonals 3D6 (AP1-5) and 16C11 (AB33-42).
Control groups received either PBS or an irrelevant isotype-matched antibody (TM2a).
The mice were older (11.5-12 month old heterozygotes) than in the previous study,
otherwise the experimental design was the same. Once again, after six months of
treatment, 10D5 reduced plague burden by greater than 80% relative to either the PBS or
isotype-matched antibody controls (p=0.003). One of the other antibodies against AB,
3D6, was equally effective, producing an 86% reduction (p=0.003). In contrast, the
third antibody against the peptide, 16C11, failed to have sny effect on plaque burden.
Similar findings were obtained with AB42 ELISA measurements.

These results demonstrate that an antibody response egainst Af peptide, in
the absence of T cell immunity, is sufficient to decrease amyloid deposition in PDAFP
mice, but that not all anti-AB antibodies are equally efficacious. Antibodies directed to
epitopes comprising amino acids 1-5 or 3-7 of AB are particularly efficacious. In
summary, it can be demonstrated that pessively administered antibodies against A (Le,,
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passive immunization) reduces the extent of plaque deposition in a mouse model of
Alzheimer's disease.

Example III: Monitoring of Antibody Binding in the CNS
This Example demonstrates that when held at modest serum
concentrations (25~70 ug/ml), the antibodies gained access to the CNS at levels
sufficient to decorate B-amyloid plaques.
To determine whether antibodies against AR could be acting directly
within the CNS, brains taken from saline-perfused mice at the end of the Example II,

-were examined for the presence of the peripherally-administered antibodies. Unfixed

cryostat brain sections were exposed to a fluorescent reagent against mouse

immunoglobulin (goat anti-mouse IgG-Cy3). Plaques within brains of the 10DS5 and

3D6 groups were strongly decorated with antibody, while there was no staining in the

16C11 group. To reveal the full extent of plaque deposition, serial sections of each hrain

were first immunoreacted with an anti-Ap antibody, and then with the secondary

reagent. 10D5 and 3D6, following peripheral administration, gained access to most

plaques within the CNS. The plaque burden was greatly reduced in these treatment

groups compared to the 16C11 group. Antibody entry into the CNS was not dus to

ebnormal Jeakage of the blood-brain barrier since there was no increase in vascular '

permeability as measured by Evans Blue in PDAPP mice. In addition, the concentration

of antibody in the brain parenchyma of aged PDAPP mice was the same as in non-

transgenic mice, represeating 0.1% of the antibody concentration in serum (regardiess of

isotype). )
These data indicate that peripherally administered antibodies can enter '

the CNS where they can directly trigger amyloid clearance. It is likely that 16C11 also

had access to the plaques but was unable to bind. |

Example IV: Ex vivo Screening Assay for Activity of an Antibody Against Amyloid
Deposits
To examine the effect of antibodies on plaque clearance, we established

an ex vivo assay in which primary microglial cells were cultured with unfixed eryostat
sections of either PDAPP mouse or human AD brains. Microglial cells were obtained
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from the cerebral cortices of neonate DBA/2N mice (1-3 days). The cortices were
mechanically dissociated in HBSS™ (Hamks' Balanced Salt Solution, Sigma) with 50
pg/ml DNase I (Sigma). The dissociated cells were filtered with a 100 um cell strainer
(Falcon), and centrifuged at 1000 rpm for 5 mimutes. The pellet was resuspended in
growth medium (high glucose DMEM, 10%FBS, 25ng/m! mGM-CSF), and the cells
were plated at a density of 2 brains per T-75 plastic culture flask. After 7-9 days, the
flasks were rotated on an orbitel shaker at 200 rpm for 2h at 37°C. The cell suspension
was centrifuged at 1000rpm and resuspended in the assay medium.

10-um cryostat sections of PDAPP mouse or human AD brains (post-
mortem interval < 3hr) were thaw mounted onto poly-lysine coated round glass
coverslips and placed in wells of 24-well tissue culture plates. The covesslips were
washed twice with assay medium consisting of H-SFM (Hybridoma-serum free medium,
Gibco BRL) with 1% FBS, glutamine, penicillin/streptomycin, and 5Sng/ml rmnGM-CSF
(R&D). Control or anti-Ap antibodies were added at @ 2x concentration (5 pg/ml final)
for 1 hour. The microglial cells were then seeded at a density of 0.8x 10° cells/ml assay
medium. The cultures were maintained in 8 humidified incubator (37°C, 5%CO,) for
24hr or more. At the end of the incubation, the cultures were fixed with 4%
paraformaldehyde and permeabilized with 0.1% Triton-X100. The sections were stained
with biotinylated 3D6 followed by a streptavidin / Cy3 conjugate (Jackson '
ImmunoResearch). Theexogenoﬁsmiuroglialcellswetevisunlizedbyanucleustain
(DAP]). The cultures were observed with an inverted fluorescent microscope (Nikon,
TE300) and photomicrographs were taken with a SPOT digital camera using SPOT
software (Diegnostic instruments). For Western blot analysis, the cultures were
extracted in 8M urea, diluted 1:1 in reducing tricine sample buffer and loaded onto a !
ls%ticimgd(Novac). After tramsfer onto immobilon, blots were exposed to 5 pg/ml
of the pabAB42 followed by an HRP-conjugated anfi-mouse antibody, and developed
with ECL (Amersham)

When the assay was performed with PDAPP brain sections in the
presence of 16C11 (one of the entibodies against A that was not efficacious in vivo), p-
amyloid plaques remained intact and no phagocytosis was observed. In contrast, when
adjacent sections were cultured in the presence of 10D35, the amyloid deposits were
largely gone and the microglial cells showed numerous phagocytic vesicles containing
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AB. Identical results were obtained with AD brain sections; 10D5 induced phagocytosis
of AD plaques, while 16C11 was ineffective. In addition, the assay provided
comparable results when performed with either mouse orhmnnnmlmgln] cells, and
with mouse, rabbit, or primate antibodies against Af.
5 Table 7 compares AP binding versus phagocytosis for several different
antibody binding specificities. It can be seen that antibodies binding to epitopes within
aa 1-7 both bind and clear amyloid deposits, whereas antibodies binding to epitopes
within amino acids 4-10 bind without clearing amryloid deposits. Antibodies binding to
epitopes C-terminal to residue 10 neither bind nor clear amyloid deposits.
10 : '
Table 7: Analysis of Epitope Specificity
Antibody
epitope  fsotype Staining Phagocytosis

N-Term
mab
D6 1-5 IgG2b + +
10D5 3.7 IgG1 + +
22C8 3-7 IgG2a + +
6E10 5-10 IgGl + -
14A8 4-10 rat IgGl + -
aa 13-28
18G11 10-18  ratIgGl - ) -
266 16-24 1gG1 - -
22D12 18-21 IgG2b - -
C-Term )
2G3 -40 IgGl - -
16C11 -40/-42 IgG1 - -
21F12 42 IgG2a - -
Immune serum
rebbit (CRA) 1-6 + +
mouse (CFA) 37 + +
mouse (QS-21) 3-7 + +
monkey (QS-21) 1-5 + +
mouse (MAP1-7) + +
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Table 8 shows results obtained with several antibodies against A, comparing
their abilities to induce pbagocytosis in the ex vivo assay and to reduce in vivo plaque
burden in passive transfer studies. Although 16C11 and 21F12 bound to aggregated
synthetic AP peptide with high avidity, these antibodies were unable to react with B-
amyloid plaques in unfixed brain sections, could not trigger phagocytosis in the ex vivo
assay, and were not efficacious in vivo. 10DS5, 3D6, and the polyclonal antibody against
AP were active by all three measures. These results show that efficacy in vivo is due to
direct antibody mediated clearance of the plaques within the CNS, and that the ex vivo
assay is predictive of in vivo efficacy.

Table 8: The ex vivo assay as predictor of in vivo efficacy
Antibody  JYsotype Avidityfor Bindingte Exvive Invio

aggregated  f-amyloid  efficacy  efficacy
AR (pMD) plagues

monoclonal
3D6 IgG2b 470 + + +
10DS IgGl 43 + + +
16C11 IgGl 90 - - -
21F12 IgG2a ] 500 - - -
TM2a IgG1 - - - -

polyclonal
1-42, mix 600 + + +

The same assay has been used to test clearing activity of an antibody
against & fragment of synuclein referred to as NAC. Synuclein has been shown to be an
amyloid plaque-associated protein. An antibody to NAC was contacted with a brain
tissue sample containing amyloid plaques, and microglial cells, as before. Rabbit serum
was used as a control. Subsequent monitoring showed a marked reduction in the number
end size of plaques indicative of clearing activity of the antibody.

Confocal microscopy wes used to confirm that AR was internalized
during the course of the ex vivo assay. In the presence of control antibodies, the
amgenousmictogﬁaloeﬂsrmainedinawnfocalphmaboveiheﬁssuqthmwem
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phagocytic vesicles containing AB, and the plaques remained intact within the section.
In the presence of 10D5, nearly all plaque material was contained-in vesicles within the
exogenous microglial cells. To determine the fate of the internalized peptide, 10D5
treated cultures were extracted with 8M urea at various time-points, and examined by
Western blot analysis. At the one hour time point, when no phagocytosis had yet
occurred, reaction with a polyclonal antibody against AP revealed a strong 4 kD band
(corresponding to the AP peptide). AP immunoreactivity decreased at day 1 and was
absent by day 3. Thus, antibody-mediated phagocytosis of Ap leads to its degradetion.
To determine if phagocytosis in the ex vivo assay was Fc-mediated,
F(ab’)2 fragments of the anti-AB antibody 3D6 were prepared. Although the F(ab’)2
fragments retained their full ability to react with plagues, they were unable to trigger
phagocytosis by microglial cells. In addition, phagocytosis with the whole smtibody
could be blocked by a reagent against murine Fc receptors (anti-CD16/32). These data
indicate that in vivo clearance of AP occurs through Fe-receptor mediated phagocytosis.

Example V: Passage of Antibodies Through the Blood-Brain Barrier

This example determines the concentration of antibody delivered to the
brein following intravenous injection into a peripheral tissue of either normal or PDAPP
mice. Following treatment, PDAPP or control normal mice were perfused with 0.9%
NaCl. Brain regions (hippocampus or cortex) were dissected and rapidly frozen. Brain
were homogenized in 0.1% triton + protease inhibitors. Immunoglobulin was detected
in the extracts by ELISA. F(ab)'2 goat apti-mouse IgG were coated onto an RIA plate as
capture reagent. The serum or the brain extracts were incubated for 1hr. The isotypes
were detected with anti-mouse IgG1-HRP or IgG2a-HRP or IgG2b-HRP (Caltag). .
Antibodies, regardless of isotype, were present in the CNS at & concentration that is
1:1000 that found in the blood. For example, when the concentration of IgG1 was three
times that of IgG2a in the blood, it was three times IgG2a in the brain as well, both
being present at 0.1% of their respective levels in the blood. This result was observed in
both transgenic and nontransgenic mice indicating that the PDAPP does not have a
uniquely leak blood brain barrier.
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Example VI. Cloning and Sequencing of the Mouse 3D6 Variable Regions
Cloning and Sequence Analysis of 3D6 VH. The heavy chain variable

VH region of 3D6 was cloned by RT-PCR using mRNA prepared from hybridoma cells
by two independent methods. In the first, consensus primers were employed to VH
region leader peptide encompassing the translation initiation codon as the 5° primer
(DNA #3818-3829), and a g2b (DNA #3832) constant regions specific 3’ primer. The
sequences from PCR amplified product, as well as from multiple, independently-derived
clones, were in complete agreement with one another. As a further check on the
sequence of the 3D6 VH region, the result was confirmed by sequencing a VH fragment
obtained by 5" RACE RT-PCR methodology and the 3* g2b specific primer (DNA
#3832). Aggin, the sequence was derived from the PCR product, as well as multiple,
independently-isolated clones. Both sequences are in complete agreement with one
another, (with the exception of V8I substitution in the leader region from the 5 RACE
product), indicating that the sequences aro derived from the mRNA encoding the VH
region of 3D6. The mucleotide (SEQ ID NO:3) and amino acid sequence (SEQ ID
NO:4) of the VH region of 3D6 are set forth in Table 9A and in Figure 2, respectively.

Table 9A: Mouse 3D6 VH Nucleotide Sequence

ATGAACTTCGGGCTCAGCTTGATTTTCCTTGTCCTTGTTETARAAGGTGTCCAGTGTGA
AGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGCGTCICTGARACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACT TTCAGTAACTATGGCATGTCTTGGGTTCGCCAGRAT
TCAGACARGAGGCTGGAGTGGGTTGCATCCATTAGGAGTGGTGGTGGTAGAACCTACTA
TTCAGACAATGTARAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGAGARTGCCAAGAACACCCTGT
ACCTGCAAATGAGTAGTCTGAAGTCTGAGGACACGGCCTTGTATTATTGTGTCAGATAT
GATCACTATAGTGGTAGCTCCGACTACTGGGGCCAGGGCACCACT (SEQ ID NO:3)

*Leader peptide is underlined.

Cloning and Sequence Analysis of 3D6 VL. The light chain variable VL
region of 3D6 was cloned in an analogous manner as the VH region. In the first trial, a
consensus primer set wes designed for amplification of murine VL regions as follows:
5' primers (DNA #3806-3816) were designed to hybridize to the VL region
encompassing the translation initiation codon, and a 3' primer (DNA#3817) was specific
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for the murine Ck region downstream of the V-J joining region. DNA. sequence analysis
of the PCR fragment, as well as independently-derived clones isolated using this
consensus light chain primer set, revealed that the cDNA obfained was derived from a
non-functionally rearranged message as the sequence contained a frameshift mutation
between the V-J region junction.

In a second trial, S"RACE was employed to clone a second VL encoding
cDNA. DNA sequence analysis of this product (consensus 11) showed it encoded a
functional mRNA. Thus, it can be concluded that the sequence encodes the correct 3D6
light chain mRNA. The nucleotide (SEQ ID NO:1) and amino acid sequence (SEQ ID
NO:2) of the VL region of 3D6 are set forth in Table 9B and in Figure 1, respectively.

Teble 9B: Mouse 3D6 VL Nucleotide Sequence

ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTTTCTGTTAGTGCTCTGGATTCGGGARAACCARACGG
ITTATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGACAACCAGCCT
CCATCTCTTIGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCT TAGATAGTGATGGARAGACATATTTGAAT
TGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGCCTARTCTATCTGGTGTCTARACT
GGACTCIGGAGTCCCTGRACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGGACAGATITTACACTGA
AAATCAGCAGAATAGAGGCTGAGGATTTGGGACTTTATTATTGCTGGCAAGGTACACAT
TTTCCTCGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCARA (SEQ ID NO:1)

*Leader peptide is underlined

Primers used for the cloning of the 3D6 VL cDNA are set forth in
Table 10.

Coding .
DMA Bize Strand? DNA Baguenga Comnents

se kappa variable
rimer 1

PRIMER 1, MRC set);
A+T = 50.00 [20]; &

= 50.00 [20]
vie,Botstein, Roth
lting Temp C. 72.90

B8os 40 Yes
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Yes

-AQT.CGA.CAT.GGA .GNC . AGA . CAC . AC
.CCT.GYT.ATA.GET (SEQ ID NO:40)

se kappa variable
rimer 2
PRIMER 2, MRC sat
A+T = 46.15 [18]; & -
= 48.72 [19]
vig,Botstelin, Roth
lting Temp C. 72.05

36808

49

Yeos

e kappa variable
rimer 3

PRIMER 3, MRC Bet;
AT = 45,00 [18]1; %

= 52.50 [21]
vie,Botstein, Roth

lting Temp C. 73.93

FIOS

43

YeB

kappa variable
4

FRIMER 4, MRC set;
AT = £1.686 [18]; &

- 46.51 [20]

8,Botatein,Roth
lting Temp C. 72.34

raxo

40

Yes

e kappa variable
imex S
FRIMER 5, MRC aat
A+T = 52.50 [21); ¥
= 42.50 [17}
via K not't‘h' Roth
ting Temp C. 69.83

Be11

37

Yas

e kappa variable
rimex 6 .

FRIMER &, MRC sat)
AT = 37.04 [14]; &

= 40.54 [15]
wvis,Botstein,Roth

lting Temp C. 668.01

-

41

YaB

kappa variable
rimer 7
PRIMER 7, MRC sat;
A+T = 39.02 [16]; %
= 46.34 [19]
8,Botestein, Roth
elting Temp C. 71.70

Pll!

42

Yes

-AQT .CGA.CAT.GTG.G3G . AYC.TKT.TT
OM.TTT.TTC.AAT.TG (SEQ ID
:46)

e kappa variable
rimer 8

PRIMER 8, MRC sat;
A+T = 5366 [22); %

= 34.15 [14]

8,Botetein, Roth
1lting Temp C. 66.70
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Tll‘

35

Yen

kappa variable
x 9
PRIMER 9, MRC pat.
AT = 45.71 [16]; &
+3 = 45.71 [16]
vis,Botstain, Roth
lting Temp C. 69.36

+AQT.OGA.. CAT . GGT . RTC. CHC . ABC.TC
LGIT.CCT.TG (SEQ ID NO:47)

beas

37

Yea

. se Xappa variable
1imer 10
PRIMER 10, MRC sat;
A+T = 70.27 [26]; &
= 23.73 [11]
vis,Botstein,Roth
lting Temp C. 63.58

iccr._m. -CAT.GTA.TAT.ATG.TIT.GT
GrC. .ITC.T (SEQ ID KO:48)

3816

3a

Yes

= 55.26 [21]
wvis,Botataln, Roth

e kappa variable
dimay 11
.AGT.CGA.CAT.GGA.AGC. CCC.AGC. IC M:":"ﬁ f',-:- [::f‘l:t;
.GCT.TCT.CIT.CC (SEQ ID NO:49) - ;
ting Temp C. 74.40

3817

27

e kappa light chain
rse primer, aa 116-
2;

constant regiom
rimer, MRC sat+Smal
ita;

AT = 47.05. {8l;: & QGGS
52.94 [9]
wip,Botatein,Roth

elting Temp C. 57.19

.TCC.03G .GTG . GAT .GAT .GOA . ANG . AT
(8EQ ID NO:50)

3818

a7

Yes

mer 1

[ACT.AGT.CGA.CAT.GAA.ATG. CAG m_mEﬂe heavy variable
€ primer 1, MRC set;

-

36

Yan

e heavy wvariable
ATG.GA3.CTR.TA primer 2
:52) primer 2, MRC eset;

3820

37

Yea

a heavy variable
-AGT.CGA.CAT.GAR. GNT.GTG.GIT.AA primer 3
HO:53) primar 3, MRC Bet;

PBZI

as

Yes

haavy variable

primar 4, MRC set;

haza

40

Yoz

mer 5

mmmmmmmuE}:“ heavy variable
pricer 5, MRC set;
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& heavy variables
.AGT . CGA. CAT.GGC. TGT . CYT.RGS,.GC primer 6
peas 37 Yea m CTT.CTG.C (SEQ ID NO:56) primer 6, MRC set;
e hesavy variable
13324 16 Yos .AGT.CGA.CAT.GGR . ATG. GAG. CXO. GR brimer 7
CTT.TMT.CIT (SEQ ID NO:57) primer 7, MRC ast;
sa heavy variable
. .AGT.OGA.CAT.GAG . AGT .GCT.GAT . TC primer 8
pe25 | 33 Yes 2TT.GTG (SEQ ID NO:SB) primer 8, MBC set;
.AGT.CGA.CAT.GGM. TTO.GGT.GTG.GA ‘::‘W variable
h826 40 Yes .cg).ecr.nrr.ccr.e (SEQ ID primer 9, MRC set;
e heavy variahle
827 a7 Yes tcr.m.mn.m-r.auc.m.ncr.m.n imer 10
CTC.ATT.CCT.G (8EQ ID NO:60) primer 10, MRC set;
heavy variable
haae 28 Yes IACT.AGT. can. caT.@aA. TTT. 760 . GCT. GA briner 11
T.TTT.TTT.TAT.TG (SEQ YD NO:61) primer 11, MRC set;
e hsavy variable
g2 37 Yes .AGT.CGA.CAT.GAT . GGT.GTT .AAG. TC primer 12
. T.TCT.GTA.CCT.G (BEQ ID NO:62) primer 12, MRC set;
se IgG2b haavy chain
rse primar
GGA. TCC. CG . GAG . TG . ATA .GAC. EGA.. TG
3832 27 ¥o L (eEq ID 0:63) etl-:outim 119-134, mﬁ

From N-terminal to C-terminal, both light and heavy chains comprise the
domsins FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 and FR4. The assignment of amino
acids to each domain is in accordance with the numbering convention of Kabat et al.,

5 supra

Expression of Chimeric 3D6 Antibody: The variable heavy and light
chain regions were re-engineered to encode splice donor sequences downstream of the
respective VDJ or VJ junctions, and cloned into the mammaljan expression vector
pCMV-hy1 for the heavy chain, and pCMV-hx1 for the light chain. These vectors

10  encode human y1 and Ck constant regions as exonic fragments downstream of the
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inserted variable region cassette. Following sequence verification, the heavy chain and
light chain expression vectors were co-transfected into COS cells. Two different heavy
chain clones (2.2 & H3.2) were independently co-transfected with 3 differcnt chimeric
light chain clones (L3, L4, &L10) to confirm reproducibility of the result. A chimeric
21.6 antibody transfection was carried out as a positive control for the vectors,
Conditioned media was collected 48 hrs post transfection and assayed by western blot
analysis for antibody production or ELISA for A binding.

The multiple transfectants all expressed heavy chain + light chain
combinations which are recognized by & goat anti-human IgG (H+L) antibody on a
western blot.

Direct binding of 3D6 and chimeric 3D6 (PK1614) antibodies to A} was
tested by ELISA analysis. Chimeric 3D6 was found to bind to AP with high avidity,
similar to that demonstrated by 3D6 (Figure 3A). Furthermore, an ELISA based
competitive inhibition assay revealed that the chimeric 3D6 and the murine 3D6
antibody competed equally with biotinylated-3D6 binding to A (Figure 3B). The
chimeric antibody displayed binding properties indistinguishable from the 3D6 reference

sample.

Table 11.
[Conc (ugiml)] 3D6 | PKi6i4 igG1
0.037 1193
0.11 1188 118.9
033 89.7 7125
1 08.63 84.53 1344

Moreover, both 3D6 and PK1614 were effective at clearing AP plaques.
The ex vivo assay demonstrates that as the concentration of antibody increases, the
amount of AP decreases in a similar manner for both murine and chimeric 3D6
antibodies. Hence, it can be concluded that the sequences encode functional 3D6 heavy
chain and light chains respectively.

Example VII. 3D6 Humanization
Homology/Molecular Modeling. In order to identify key structural
framework residues in the murine 3Dé antibody, a three-dimensional model was

83
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generated based on the closest murine antibodies for the heavy and light chains. For this
purpose, an antibody designated 1CR9 was chosen as a template for modeling the 3D6
light chain (PDB ID: 1CR9, Kanyo ef al., supra), and an antibody designated 10PG was
chosen as the template for modeling the heavy chain. (PDB ID: 10PG Kodandapani et
al, supra). (See also Table 1.) Amino acid sequence alignment of 3D6 with the light
chein and heavy chain of these antibodies revealed that, with the exception of CDR3 of
the heavy chain, the 1CR9 and 10PG antibodies share significant sequence homology
with 3D6. In addition, the CDR loops of the selected antibodies fall into the same
canonical Chothia structural classes as do the CDR loops of 3D6, again excepting CDR3
of the heavy chain. Therefore, 1CR9 and 10PG were initially selected as antibodies of
solved structure for homology modeling of 3D6.
A first pass homology model of 3D6 variable region based on the
antibodies noted above was constructed using the Look & SegMod Modules GeneMine
{v3.5) software package. This software was purchased under a perpetual license from
Molecular Applications Group (Palo Alto, CA). This software package, authored by
Drs. Michael Levitt and Chris Lee, facilitates the process of molecular modeling by
automating the steps involved in structural modeling a primary sequence on a template
of known structure based on sequence homology. Working on a Silicon Graphics IRIS
workstation under a UNIX environment, the modeled structure is automatically refined -
by a series of energy minimization steps to relieve unfavorable atomic confacts and
optimize electrostatic and ven der Walls intexractions.
A further refined model was built using the modeling capebility of
Quanta®. A query of the PDB database with CDR3 of the heavy chain of 3D6 )
identified 1qkz as most homologous and having the identical number of residues as 3D6. '
Hence, CDR3 of the heavy chain of 3D6 was modeled using the crystal structure of 1gkz
as template. The a-carbon backbone trace of the 3D6 model is shown in Figure 4. The
VH domain is shown as a stippled line, and VL domain is shown as a solid line, and
CDR loops ere indicated in ribbon form.

Selection of Human Acceptor Antibody Sequences. Suitable human

acceptor antibody sequences were jdentified by computer comparisons of the amino acid
sequences of the mouse variable regions with the sequences of known human antibodies.
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The comparison was performed separately for the 3D6 heavy and light chains. In
particular, variable domains from human antibodies whose framework sequences
exhibited a high degree of sequence identity with the murine VL and VH framework
regions were identified by query of the Kabat Database using NCBI BLAST (publicly
accessible through the National Institutes of Health NCBI internet server) with the
respective murine framework sequences.

Two candidate sequences were chosen as acceptor sequences based on
the following criteria: (1) homology with the subject sequence; (2) sharing canonical
CDR structures with the donor sequence; and (3) not containing any rare amino acid
residues in the framework regions. The selected acceptor sequence for VL is Kabat ID
Number (KABID) 019230 (Genbank Accession No. $40342), and for VH is KABID
045919 (Genbank Accession No. AF115110). First versions of humanized 3D6
antibody utilize these selected acceptor antibody sequences.

Substitution of Amino Acid Residues. As noted supra, the humanized
antibodies of the invention comprise variable framework regions substantially from a
human immunoglobulin (acceptor immunoglobulin) and complementarity determining
regions substantially from a mouse immunoglobulin (donor immunoglobnlin) termed
3D6. Having identified the complementarity determining regions of 3D6 and
appropriate human acceptor immunoglobulins, the next step was to determine which, if
eny, residues from these components to substitute to optimize the properties of the
resulting humanized antibody. The criteria described supra were used to select residues
for substitution.

Figures 1 and 2 depict alignments of the original murine 3D6 VL and
VH, respectively, with the respective version 1 of the bumanized sequence, the
corresponding buman framework acceptor sequence and, iastly, the human germline V
region sequence showing highest hamology to the human framework acceptor sequence.
The shaded residues indicate the canonical (solid fill), vernier (dotted outline), packing
(botd), and rare amino acids (bold italics), and are indicated on the figure. The asterisks
indjcate residues backmutated to murine residues in the human acceptor framework
sequence, and CDR regions are shown overlined. A summary of the changes
incorporated into version 1 of humanized 3D6 VH and VL is presented in Table 12.
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Table 12. Summary of changes in humanized 3D6.v1
Changes VL (112 residues) VH (119 residues)
Hu->Mu: Framework 4/112 3/119 (1 canon, 1 packing)
CDR1 6/16 35
CDR2 477 T4
CDR3 5/8 4/10
Hu->Mu 19/112 (17%4) 17/119 (14%)
Mu->Hu: Framework 13/112 14/119
Backmuiation notes 1. I2V which is a canonical 4, S49A Vernier/beneath the
2. Y36L which is a packing 5. A93V which is a packing
residue and also lies under the and vernier zone regidue
CDRs 6. K94R which is a canonical
3. LAG6R which is a packing residus
residue and lies bensath the
CDRs
Acceptor notes 7. KABID 019230/Genbank | 11. KABID045919/Genbank
Acc#S40342 Acc#AF115110
8. Hux LC subgroup Il 12. Hu HC subgroup I
9. CDRs from same canorical 13. CDRs from same canonical
structural group as donor structural group as donor
(m3D6) (m3D6)
L1=class 4 Hl=class 1
L2=class 1 H2=class3 .
L3=classl 14. Recognizes capsular
10. Unknown specificity polysaccharide of Neisseria
meningitidis
Acceptor Germline 15. VH3-23 16. A3 & A19

Tables 13 and 14 set forth Kabat numbering keys for the various light and

5. heavy chains, respectively.
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Table 13: Key to Kabat Numbering for Light Chain
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Table 14. Key to Kabat Numbering for Heavy Chain
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The humanized antibodies preferably exhibit a specific binding affinity
for AP of at least 107, 10%, 10° or 10!° M. Usually the upper limit of binding affinity of
the humanized antibodies for AP is within a factor of three, four or five of that of 3D6
(i.e, ~10° M"). Often the lower limit of binding affinity is also within a factor of three,
four or five of that of 3D6.

Assembly and Expression of Humanized 3D6 VH and VI, Version 1

Briefly, for each V region, 4 lerge single stranded overlapping oligonucleotides were
synthesized, In addition, 4 short PCR primers were synthesized for each V region to

further facilitate assembly of the particular V region. The DNA sequences of the

oligonucleotides employed for this purpose are shown in Table 15.

Table 15: DNA oligonucleotides

DNA# ! SIZE

Coding?

Sequence

4060 136

Yes

tecge aaget tgecg ccace
ATGGA CATGC GQATG CCCac

CCAGC TACTG GGCCT GCTGAA
TCCTG TEAAT @TCCd GCTCC
TCOGG CTACG TAGTG ATGAC
CCAST CCCCC CTETC CCTGC
CCATE ACCCC CGECE A

(SEQ ID NO:1%)

hnnnSDG\F:JL

No

CTGGG GGEAC TGGRCC GGACT
TCTGC AGCAG CCAGT TCAGG
TAGGT CTTGC CGTCG GQAATC
CAGCA GGGAC TGGEA GAACT
TACAG GAGAT GAAGG COGAC
TCECC GGEEAG TCACE GGCAG
GGACA GEEGE 4G

(SEQID NO:18)

hum 3D6 VL-B

94
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4062 146 Yes ACCTG AACTG GCTGC TGCAG hum 3D6 VL-C
ARGCC CGACC AGTCC CCCCA
GCGCC TGATC TACCT GGTGT
CCAAG CTGAA CTCCG GCGTA
CCCGA CCACT TCTCC GGCTC
CGGCT COGEC ACCAA CITCA
CCCTG AAGAT CTCCC GCATG
GAeac ¢ (SEQ ID NO:19)
4063 142 No aattc tagga tccac tcacg hum 3Dé VL-D
CTTAAR TCTCC ACCIT GEGTAC
CCTGE CCOAAA GGETGC GGGEGE
AAGTG GGTGC CCTAC CAGCA
GTAGT ACACE CCCAC GTCCT
CAGCC TCCAC GCGEGE AGATC
TTCAG GGTGA AGTCE GTACC -
ea (SEQID NO20)
4064 16 No CTAGE GOGAC TAGCC G hum 3D6 VL. A+B
(SEQID NO: 21) back
%A+T = 1875 [3];
% C+G =81.2[13]
Davis,BotsteinRoth
Melting Temp C.
66.96
4065 22 Yes ACCTG AACTG GCTGC TGCAG hum 3D6 VL. C+D
AA (SEQIDNO:22) forward
% A+T = 4545 [10];
% C+G = 54,55 [12]
Davis,Botstein,Roth
Melting Temp C.
64.54
4066 138 Yes acaga aagct tgeeg ccace hum 3Dé VH-A
ATGAA GTTI@ GACTG AACTG
GCITE TTCIT GTGGAC TATTT
TAARR GGTGT CCAGT GTAAG
GTGCA GCTGC TAEGAG TCCGG
CeaCa 6CCTG GTGCA AccCa
GOGGC TCCCT QCACC TGT
{SEQ ID NO=23)
4067 | 185 No GCCAC CGAAG CGGAT GGAGG | hum 3D6 VH-B
CCALCC CACTC CAGGC CCTIG
CCEGA GACCT aGlaC ACCCA
GGEACA TGCCE TAGTT GAAGA
AGATA AMGCC GQGAGG CGACA
CAGAA CAGGC GCAGG GAGCC
GCCGG GCTGC ACCAL
(SEQ ID NO:24)
4068 142 Yes CTAGA GTGGE TGGCC TCCAT hum 3D6 VH-C
CCGCT CCAGC GGCRG CCACA .
CCTAC TACTC CGACA ALGTG
AAGGA CCGCT TCACC ATCTC
CCGCE ACAAC GCCAA GRACT
CCCTG TACCT GCAGA TGAAC
TCCCT QCGECE CCGAG GACAC
ce (SEQID NO:25)

95
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4069 144 No ctgca aggat ccact cacod hum 3D6 VH-D
. GAGGA CACGG TCACC AGGGT .
GCCCT GGCCC CAGTA GTCGAE
AGAAG CCGAA GTAGT GGTCG
TAGCA CACGC AGTAG TACAG
GGECGEE TGTCC TCGGC GCACA
GGANG TTCAT CTGCA GGTAC
AGed (SHQ ID NO:26)
4070 16 No QCCAc CGAAG CGAAT @ hum 3D6 VH A+B
(SEQ ID NO:27) back
% A+T = 18.75 B}
% C+G = 81.25[13]
Davis,Botstein,Roth
Melting Temp C.
66.96
4071 20 Yes CIGGA GTGAd TGESCC TCCAT hum 3D6 VH C+D
(SEQ ID NO:28) forward
% A+T =35.00[7);
% C+G = 65.00 [13]
Davis Botstein, Roth
Melting Temp C.
66.55
4072 19 Yes tce gea age ttg ccg cca | Hum 3D6 VL A+B
c (SEQID NO29) Forward
% A+T = 3158 [6];
% C+G = 68.42(13]
Davis,Botstein, Roth
Melting Temp C.
6664
4073 29 No aat tct agg atc cac tea Hum 3D6 VL.C+D
cgC TTG ATC TC Back
(SEQ ID NO30) % A+T = 55.17116];
% C+G=4483 [13]
Davis,Botstein,Roth
Melling Temp C.
66.04
4074 23 Yes aca gaa agc ttg ccg cca | Hom3D6 VH A+B
ccA TG Forward
(SEQ ID NO31) % A¥T =4348[10];
% C+G=56.52 [13]
Davis,Botstein Roth
Melting Temp C.
. 6633
4075 Pr) No ctg caa gga tec act cac | Hum 3D VH C+D
caa@ A Back
(SEQID NO:32) % A+T = 4091 9)];
% C+G = 59.09[13]
Davis,Botstein, Roth
Melting Temp C.
66.40
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The bumanized light chain was assembled using PCR. DNA sequence
analysis of greater than two dozen clones revealed scattered point mutations and
deletions throughout the VL region with respect to the expected sequence. Analysis of
the sequences indicated that clone 2.3 was amenable to repair of 2 closely spaced single
nucleotide deletions in the amino-terminal region. Hence site directed mutagenesis wes
performed on clone pCRShum3D6v12.3 using oligomcleotides to introduce the 2
deleted nucleotides, and repair of the point mntations was confirmed by DNA sequence
analysis, and the VL insert was cloned into the light chain expression vector pPCMV-cK.

Assembly of humanized VH using PCR-based methods resulted in clones
with gross deletions in the 5* half of the sequence. Further efforts to optimize the PCR
conditions met with partial success. The clones assembled via optimized PCR
conditions still had 10-20 nt deletions in the region mapping to the overlap of the A+B
fragments. Consequently, an alternate strategy was employed for VH assembly utilizing
DNA polymerase (T4, Klenow, and Sequenase) mediated overlap extension, followed
by T4 DNA ligase to covalently join the overlapping ends. DNA sequence analysis of a
subset of the clones resulting from VH assembly using the letter approach revealed
scattered point mutations and deletions among the clones. Analysis of over two dozen

‘clones revealed essentially the same pattern as illustrated for the clones. The similar

results observed following first pass assembly of VH and VL clones suggests the DNA
sequence errors observed resulted from automated synthesizer errors during the
synthesis of the long DNAs employed for the assembly.

Humsnized VH clone 2.7 was selected for site-directed mutagenesis-
mediated repair of the 3 nucleotide deletions it was observed to contain.

Example XIII: Characterization of Humsnized 3D6v2 Antibody
A second version of humanized 3D6 was created having each of the

substitutions indicated for version 1, except for the D Y substitution at residue 1.
Substitution at this residue was performed in version 1 because the residue was
identified as a CDR interacting residue. However, substitution deleted a residue which
was rare for human immunoglobulins at that position. Hence, a version was created
without the substitution. Moreover, non-germline residues in the heavy chain
framework regions were substituted with germline residues, namely, H74 =S, H77 =T
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end HR9 =V, Kabat numbering for the version 2 light and heavy chains, is the same as
that depicted in Tables 13 and 14, respectively, except that residue 1 of the version 2
light chain is asp (D), residue 74 of the heavy chain is ser (S), residue 77 of the heavy
chain is thr (T) and residue 89 of the heavy chain is val (V). The nucleotide sequence of
humanized 3D6 version 1 light and heavy chains are set forth as SEQ ID NOs: 34 and
36, respectively. The nucleotide sequence of humanized 3D6 version 2 light and heavy
chains sre set forth as SBQ ID NOs: 35 and 37, respectively.

Example IX: Functional Testing of Humanized 3D6 Antibodies

Binding of humanized 3D6vI to aggregated AS. Functional testing of
humanized 3D6v] was conducted using conditioned media from transiently transfected
COS cells. The cells were transfected with fully chimeric sutibody, a mixture of either
chimeric heavy chain + humanized light chain, or chimeric light chain + humsnized
heavy chain, and lastly, fully humenized sntibody. The conditioned media was tested
for binding to aggregated AB1-42 by ELISA assay. The humanized antibody showed
good activity within experimental error, and displayed binding properties
indistinguishable from the chimeric 3D6 reference sample. The results are shown in
Table 16.
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Table 16:

bhuVH/ | ChvH/ | BuVH/
ng/ml | Chimeric| CAVL | HoVL | HuVL
690 0.867
600 0.895
260 0.83
230 0.774

200 '
190 0.811
87 0.675 -
77 0.594
67 0.689
63 0.648
29 0AS
25 0381
22 0.496
21 -1 0438

9.6 0.251 )
85 0.198
74 :
7 0232
32 0.129 ’

0278

23 0.124

To compare the binding effinities of humanized 3D6v1 and 3D6v2
antibodies, ELISA analysis was performed nsing aggregated AP as the antigen. The
results show that both 3D6v1 (H1L1) and 3D6v2 (H21.2) have nearly identical AP
binding properties (Figure 5).

Replacement NET (vNET) analysis of h3D6v2. The tNET epitope map
assay provides information about the contribution of individual residues within the
epitope to the overall binding activity of the antibody. tNET analysis uses synthesized
systematic single substituted peptide analogs. Binding of an antibody being tested is 3
determined against native peptide (native antigen) and against 19 alternative “single
substituted™ peptides, each peptide being substituted at a first position with one of 19
non-native amino acids for that position. A profile is generated reflecting the effect of
substitution at that position with the various non-pative residues. Profiles are likewise
generated at successive positions along the antigenic peptide. The combined profile, or
epitope map, (reflecting substitution at each position with all 19 non-native residues) can
then be compered to a map similarly generated for a second antibody. Substantially
similar or identical maps indicate that antibodies being compared have the same or

.
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This analysis was performed for 3D6 and humenized 3D6, version 2.
Antibodies were tested for binding against the native AP peptide DAEFRHDSGY (SEQ
ID NO:33). Residues 1-8 were systematically substituted with each of the 19 non-native
residues for that position, Maps were generated accordingly for 3D6 and h3D6v2, The

results are presented in tabular form in Table 17.

Table 17: AP: replacement Net Epitope (INET) mapping of wt3D6 and lmmanized 3D6

Wildtype Mﬁﬂﬁ Wildtype] HMumanized]
3Dé ans 306 3D6
Bubatitution [op] [op] Substitution [oD] {op]
Residua 1 w Al 0.464 0.643| Residue S = 0.275 o.Tis'J
C 0.450 0.628 c 0.359 0.635
D 0.577 0.692 D 0.080| 0.163
B 0.576 0.700 3 0.115] 0.187
F 0.034 0.062 ¥ 0.439 0.569
a 0.569 0.730 a 0.485 0.679
B 0.054 0.117 = 0.577 0.680
I 0.048 0.118 I 0.510 0.671
K| 0.033 0.057 K 0.573 0.693
1 0.073 0.148 L 0.517 0.691
0.039 0.072 M 0.419 0.611
0.587 0.757 N 0.476 0.655|
0.069 0.144 P 0.093 0.198 '
0.441 0.689 Q 0.388 0.565
0.056 0.155 R 0.613 0.702
0.569 0.762 8 0.487 0.633
0.450 0.702 T 0.530 0.639
0.057 0.190 v 0.493 0.562
0.031 0.070 W 0.393 D.461
0.341 0.498 Y, 0.278 0.230
Rasidue 2 = 0.548 0.69¢{ Residue ¢ = A 0.567 0.707 .
c 0.553 0.694 C 0.585 0.703
- D 0.119 0.222| D) 0.5684 0.701
E 0.563 0.702 E 0.579 0.702
P 0.577| . 0.717 F 0.586 0.704
a 0.527 0.720 G 0.592 0.709
: 0.534 0.741 n+ 0.596 0.668
I 0.522 0.722 I 0.602 0.708
K 0.548 0.722 K 0.585 0.691
L 0.482 0.705 L 0.584 0.688
:j 0.535 0.705 M 0.583 0.687
0.525 0.735 % 0.580] 0.686
P 0.445 0.707 Pl 0.587 0.705
Q 0.567 0.756 Ql 0.570 0.695
R 0.562 0.719 R| 0.576 0.686
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0.587
0.552

0.553
0.547
0.038
0.222
0.019
0.542
0.034
0.016
0.016
0.019
0.053
0.019
a.019
0.024
0.017
0.153
0.015
0.016
0.01S8
0.016
0.149
0.016
0.016
0.020
0.017
0.016
0.557
0.016
0.470
0.119
0.015
0.559
0.549
0.085
0.030
0,065
0.016
0.026
0.016
0.213
0.291

Regidue 3 =

Regidue 4 =

BERHEONMBONPYESAD N0 N EHNHKEGONNDO YR E<dEnR

o)

(]

0.550|

L

0.529

PCT/US01/46587
0.705 E_[ 0.573 0.689
0.712 T 0.573 0.700
0.702 v 0.588 0.715
0.701 W 0.576 0.696
0.704 — Y 0.595 0.708
0.061] Residue 7 = 0.580 0.668
0.410 c 0.559 0.676
0.027 D 0.573 0.681
0.689 E 0.565 0.677
0.060 ¥ o.% 0.668
0.019 6] 0.5632 0.679
0.020 E 0.557 0.675
0.024 I 0.552 0.681
0.090 0.565 0.685
0.026 L 0.566 0.701
0.027 M 0.562 0.697
0.032 0.573 0.688
0.020 P 0.582 0.678
0.406 o 0.563 6.679
0.023 B 0.551 0.677
0.021 8 0.563 0.674
0.019 TrJF 0.560! o.ﬁﬁ
0.021 v 0.563 0.667
0.304 W 0.547 0.685
0.020 ff 0.560 0.682
0.020| Residue 8 = 0.573 0.687
0.023 :EF 0.583 0.700
0.030 D 0.586 0.657
0.021] E 0.601 0.701
0.703 ¥ 0.586 D.687
0.020 g 0.569 0.681
0.723 H 0.559 0.683
0.360 1 0.568 0.686
0.018 K 0.557 0.699
0.716 L) 0.570 0.686
0.725 N} 0.571 0.693
0.089 N 0.573 0.700
0.056 P 0.574 0.694
0.110 Q 0.590 6.703
0.019 ] 0.589 0.699
0.032 ] 0.599 0.719
0.021 | 0.586 0.689
0.494 v 0.578 0.688
0.568 W 0.567 0.687
0.730 Y 0.574 0.680

Notably, the profiles are virtually identical for 3D6 and h3D6év2 when
one looks at the substitutions at each position (ie., the values fluctuate in an identical
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manner when comparing the data in column 1 (3D6) versus column 2 (h3D6v2).. These
data demonstrate that the specificity of hk3D6v2 is preserved, as the h3D6v2 tNET
epitope map is virtually identical to m3D6 using both A residues 1-4 and 5-8.
Immunohistochemistry on PDAPP brain sections demonstrates specificity
of h3D6vI antibody. Humanized 3D6v] antibody recognized AP in cryostat prepared

" brain sections from PDAPP mice. Humanized 3D6v] and PK1614 both bound to

PDAPP plaques in the same dose response fashion, as measured by the amount of
fluorescence (quantitated in pixels) per slide versus the amount of antibody used.to stain
the tissue (Figure 6). Identical anti~human secondary antibodies were used in this
experiment. Sectioning, staining, and image procedures were previously described. In
identical experiments, image analysis of h3D6v2 staining on PDAPP and AD brain
sections revealed that h3D6v2 recognizes AP plaques in a similar manner to 3D6v1
(e.g., bighly decorated plaques). .

Competitive binding analysis of h3D6. The ability of h3D6 antibodies v1
and v2 to compete with murine 3D6 was measured by ELISA using a biotinylated 3D6
antibody. Competitive binding analysis revealed that h3D6v1, h3D6v2, and chimeric
PK1614 cap all compete with m3D6 to bind AB (Figure 7). h3D6v1 and h3D6v2 were
identical in their ability to compete with 3D6 to AB. The 10D5 antibody was used as a
nepative control, as it has a different binding epitope than 3D6. BIAcore analysis also .
revealed a high affinity of h3D6v1 and h3D6v2 for AP (Table 18).

Table 18: Affinity Measurements of AP Antibodies Using BLAcore Technology

Antibody kal (I/Ms) | kdi(l/s) | Kd (@M) |

Mu 3D6 4.06E +05 3.578-04 0.88
— Chimeric 306 | 4.58E+05 3.86E-04 ~0.84
Fu 3D6v] 1.B5E+05 | 3.82E-04 2.06

[ Hu3DévZ | 1.70B105 | 3.78E-04 224

In comparison to 3D6, which has a Kd of 0.88 nM, both h3D6v1 and
h3D6v2 hed about a 2 to 3 fold less binding affinity, measured at 2.06 nM and 2.24 nM
for h3D6v] and h3D6v2, respectively. The ELISA competitive binding assay revealed
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an approximate 6-fold less binding affinity for h3D6v1 and h3D6v2. Typically
umanized antibodies lose about 34 fold in binding affinity in comparison to their
murine counterparts. Therefore, a loss of about 3 fold (average of ELISA and BlAcore
results) for h3D6v] and h3D6v2 is within the accepted range.

Ex vivo assay using h3D6v2 antibody. The ability of h3D6v2 to stimulate
mimglhlodhwasmsﬁedﬂmughmaviwphagocﬁosiswy@igms).hSMﬂ
was as effective as chimeric 3D6 at inducing phagocytosis of AP aggregates from
PDAPP mouse brain tissue. IgG was used as a negative control in this experiment
because it is incapable of binding AP and therefore cannot induce phagocytosis.

In vivo brain localization of h3D6. 1 labeled h3D6v2, m3D6, and
antibody DAE13 were each IV-injected into 14 individual PDAPP mice in separate
experiments. Mice were sacrificed after Day 7 and perfused for further analysis. Their
brain regions were dissected and measured for '**I activity in specific brain regions.
Radiolabel activity in the brain was compared with activity in serum samples. Results
are set forth in Tables 19 and 20, for serum and brain regions, respectively.

Table 19
maDeé "DAET3 Hu3D6
[~ 850369.1 174639 ~40083.8 |
12171 13200.8 242022
34182 362B4.7 124724 .
18678.9 4213 33851.8
27241 19702 271873
26300.8 248558 280168
27624.8 20287.4 33830.7
12008.4 12733.1 26734.9
204878 217225 30144.5
25498.8 30480.7 351260
9652 23320.1 _ 284148
245803 7119.1 18858.1 s
26240 280035 18190.7
11022.7 24850.7 26671.4
17443.1 26748.9
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Table 20

m3D6 DAE13 Hu3D& (H2L2)
cere cort hipp cere cort hipp cere cort hipp
19919 | 12011 | 4024 | 12775 ] 25229 | 57118 | 24248 | 37504 | 11622
2389 | 746.1 2523 | 5025 | 21235 | 606858 | 1500.8 | 22748 | 70182
8459 803 12411 | 2325 | 35282 | 7801.8 500 | 22859 | 53183
1000 | 2508.2 | 46442 | 2327 | 8498 | 18919 | 27382 | 6703.7 | 102955
12669 | 37378 | 79758 | 8016 2621 82452 | 11822 | 3188 | 10170
1422 | 2308.7 | 7731.1 | 11026 | 20875 | 72923 | 22004 | 34814 | 96216
17004 | 21544 | 7124.1 | 165068 | 34884 | 10284.8 | 1526.7 | 3023 | 83313
5425 | 6124 | 24568 | 71298 | 23185 | 66433 | 1538.1 | 41941 | 112448
1309 | 30105 | 8883.5 | 11720 | 18538 7383 | 12457 | 16894 | 68312
13722 | 9075 | 24254 | 10679 | 38872 | 12280.7 | 2708.8 | 2789 | 78974
77806 | 12918 | 5054.4 | 18522 | 2120.7 | ©412.7 | 2251.3 | 38975 | 111215
11983 | 16834 | 4887.3 | 10052 | 18525 | 51214 | 1528.8 | 17722 | 7686.0
10218 | 32345 | 80362 | 8615 | 338029 | 8473.1 | 644.1 | 16634 | 60585
7421 | 1056.7 | 34052 | 68523 | 16432 | 67174 | 15164 | 18208 | 0888
1273.7 | 13208 | 42628 | 9675 | 30857 | 10213.1

The data show that h3D6v2 localized to the brain, and was particularly
concentrated in the hippocampal region where AP is known to aggregate. Brain counts
5 for m3D6 and DAE13 were comparable to h3D6v2. All three antibodies were able to
cross the blood barrier as demonstrated by AP plaque binding in vivo.

Example X. Cloning and Sequencing of the Mouse 10D5 Variable Regions
Cloning and Sequence Analysis of 10D5 VH. The VH and VL regions of

10  10DS from hybridoma cells were cloned by RT-PCR using 5’ RACE procedures. The
nucleotide sequence (SEQ ID NO:13) and deduced amino acid sequence (SEQ ID
NO:14) derived from two independent cDNA clones encoding the presursed 10D5 VL
domain, are set forth in Table 21 and Figure 9. The nucleotide sequence (SEQ ID
NO:15) and deduced amino acid sequence (SEQ ID NO:16) derived from two

15  independent cDNA clonés encoding the presumed 10D5 VH domain, are set forth in
Table 22 and Figure 10. The 10D5 VL and VH sequences meet the criteria for
functional V regions in so far as they contain a contiguous ORF from the initiator
methionine to the C-region, and share conserved residues characteristic of
immunoglobulin V region gemes.

20

104



L

WO 02/46237 PCT/US01/46587 \

10

15

20

30

Table 21: Mouse 10D5 VL DNA sequence

ATGAAGTTGCOTGTTAGECTGTTGGTACTGATGTTCTERATTCCTACTTCCAGCAGS
TGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCA
TCTCTTGCAGATCTAGTCAGAACATTATACATAGTAATGGARACACCTATTTAGAATGG
TACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATT
TTCTGEGETCCCAGACAGGTTCAGTGECAGTGCGATCAGGGACAGATTTCACACTCARGA
TCAAGAAAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTT
CCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGGAA (SEQ ID NO:13)

*Leader peptide underlined

Table 22: Mouse 10D5 VH DNA sequence.

ATGGACAGGCTTACTTCCTCATTICCTGCTGCTGATTGTCCCTGCATATGTCCTGTCCCA
GGCTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGARTATTGTAGTCCTCCCAGACCCTCAGTCTGA
CTTGTTCTTTCTCTGGGT T TTCACTGAGCACTTCTGGTATGGGAGTGAGCTGGATTCGT
CAGCCTTCAGGARAGGGTCTGGAGTGGCTIGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCG
CTATAACCCATCCCTGARGAGCCGGCTCACRATCTCCAAGGATACCTCCAGRARGCAGG
TATTCCTCAAGATCACCAGTGTGGACCCTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGTTCGA
AGGCCCATTACTCCGGTACTAGTCGATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGT
CACCGTCTCCTCA (SEQ ID NO:15)

*Leader peptide underlined.

Example X1. Prevention and Treatment of Buman Subjects

A single-dose phase I trial is performed to determine safety in humans. A
therapeutic agent is administered in increasing dosages to different patients starting from
about 0.01 the level of presumed efficacy, and increasing by a factor of three until a
level of about 10 times the effective mouse dosage is reached.

A phase II trial is performed to determine therapeutic efficacy. Patients
with early to mid Alzheimer's Disease defined using Alzheimer's disease and Related
Disorders Association (ADRDA) criteria for probable AD are selected. Suitable patients
score in the 12-26 range on the Mini-Mental State Exam (MMSE). Other selection
criteria are that patients are likely to survive the duration of the study and lack
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complicating issues such as use of concomitant medications that may interfere. Baseline
evaluations of patient function are made using classic psychometric measures, such as
the MMSE, and the ADAS, which is a comprehensive scale for evaluating patients with
Alzheimer’s Disease status and fimction. These psychometric scales provide a measure
of progression of the Alzheimer's condition. Suitable qualitative life scales can also be
used to monitor treatment. Disease progression can ajso be monitored by MRI. Blood
profiles of patients can also be monitored including assays of immunogen-specific
antibodies and T-cells responses.

Following baseline measures, patients begin receiving treatment, They
are randomized and treated with either therapeutic agent or placebo in a blinded fashion.
Patients are monitored at least every six months. Efficacy is determined by a significant
reduction in progression of a treatment group relative to a placebo group.

A second phase II triel is performed to evaluate conversion of patients
from non-Alzheimer’s Disease esrly memory loss, sometimes referred to as age-
associated memory impairment (AAMI) or mild cognitive impeirment (MCI), to
probable Alzheimer's disease as defined as by ADRDA criteria. Patients with high risk
for conversion to Alzheimer's Disease are selected from a non-clinical population by
screening reference populations for early signs of memory loss or other difficulties
associated with pre-Alzheimer's symptomatology, a family history of Alzheimer’s -
Disease, genetic risk factors, age, sex, and other features found to predict high-risk for
Alzheimer's Disease. Baseline scores on suitable metrics including the MMSE anpd the
ADAS together with other metrics designed to evaluate a more normal population are
collected. These patient populations are divided into suitable groups with placebo
comparison against dosing alternatives with the agent. These patient populations are .
followed at intervals of about six months, and the endpoint for each patient is whether or
not he or she converts to probable Alzheimer's Disease as defined by ADRDA criteria at
the end of the observation.

Genersl Materials and Methods

AP ion onal and Monoclonal A tibodies

The anti-AB polyclonal antibody was prepared from blood collected from
two groups of enimals. The first group consisted of 100 female Swiss Webster mice, 6
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to 8 weeks of age. They were immunized on days 0, 15, and 29 with 100 ug of AN1792
combined with CFA/IFA. A fourth injection was given on day 36 with one-half the dose
of AN1792. Animals were exsangninated upon sacrifice at day 42, serum was prepared
and the sera were pooled to create a total of 64 ml. The second group consisted of 24
female mice isogenic with the PDAPP mice but nontransgenic for the human APP gene,
6 to 9 weeks of age. They were immunized on days 0, 14, 28 and 56 with 100 pg of
AN1792 combined with CFA/IFA. These animals were also exsanguinated upon
sacrifice at day 63, serum was prepared and pooled for a total of 14 ml. The two lots of
sera were pooled. The antibody fraction was purified using two sequential rounds of
precipitation with 50% saturated ammonium sulfate. The final precipitate was dialyzed
egninst PBS and tested for endotoxin. The level of endotoxin was less than 1 EU/mg.

The anti-AP monoclonal antibodies were prepared from ascites fluid.
The fluid was first delipidated by the addition of concentrated sodium dextran sulfate to
ice~cold ascites fluid by stirring on ice to a reach a final concentration of 0.238%.
Concentrated CaCl, was then added with stirring to reach a final concentration of
64mM. This solution was centrifuged at 10,000 x g and the pellet was discarded. The
supernatant was stirred on ice with an equal volume of saturated ammonium sulfate
added dropwise. The solution was centrifuged again at 10,000 x g and the supernatant
was discarded. The pellet was resuspended and dialyzed against 20 mM Tris-HCl , 0.4
M NaCl, pH 7.5. This fraction wes applied to a Pharmacia FPL.C Sepharose Q Column
and eluted with a reverse gradient from 0.4 M to 0.275 M NaCl in 20 mM Tris-HCl, pH
15.

The antibody peak was identified by absorbance at 280 nm and
appropriate fractions were pooled. The purified antibody preparation was characterized
by measuring the protein concentration using the BCA method and the purity using
SDS-PAGE. The pool was also tested for endotoxin. The level of endotoxin was less
than 1 EU/mg. titers, titers less than 100 were arbitrarily assigned a titer value of 25.

B. _ Measurement of Antibody Titers

Mice were bled by making a small nick in the tail vein and collecting
about 200 pl of blood into a microfuge tube. Guinea pigs were bled by first shaving the
back hock area and then using an 18 gauge needle to nick the metatarsal vein and
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collecting the blood into microfuge tubes. Blood was allowed to clot for one br at room
temperature (RT), vortexed, then centrifuged at 14,000 x g for 10 min to separate the
clot from the serum. Serum was then transferred to a clean microfuge tube and stored at
4°C until titered.

Antibody titers were measured by ELISA. 96-well microtiter plates
(Costar EIA plates) were coated with 100 pl of a solution containing either 10 pg/ml
either AP42 or SAPP or other antigens as noted in each of the individual reports in Well
Coating Buffer (0.1 M sodium phosphate, pH 8.5, 0.1% sodium azide) and held
overnight at RT. The wells were aspirated and sera were added to the wells starting at a
1/100 dilution in Specimen Diluent (0.014 M sodium phosphate, pH 7.4, 0.15 M NaCl,
0.6% bovine seram atbumin, 0.05% thimerosal). Seven sexial dilutions of the samples
were made directly in the plates in three-fold steps to reach a final dilution of 1/218,700.
The dilutions were incubated in the coated-plate wells for one hr at RT. The plates were
then washed four times with PBS containing 0.05% Tween 20. The second antibody, a
goat anti-mouse Ig conjugated to horseradish peroxidase (obtained from Boehringer
Mannheim), was added to the wells as 100 pl of a 1/3000 dilution in Specimen Diluent
and incubated for one hr at RT. Plates were again washed four times in PBS, Tween 20.
To develop the chromogen, 100 jl of Slow TMB (3,3°,5,5"-tetramethyl benzidine
obtained from Pierce Chemicals) was added to each well and incubated for 15 min at
RT. The reaction was stopped by the addition of 25 pl of 2 M H>S04. The color
intensity was then read on a Molecular Devices Vmax at (450 nm - 650 nm).

- Titers were defined as the reciprocal of the dilution of serum giving one
half the maximum OD. Maximal OD was generally taken from an initial 1/100 dilution,
except in cases with very high titers, in which case a higher initial dilution was
necessary to establish the meximal OD. If the 50% point fell between two dilutions, 2
linear extrapolation was made to calculate the final titer, To calculate geometric mean
antibody titers, titers less than 100 were arbitrarily assigned a titer value of 25.

C. _ _Brain Tissue Preparation

After euthapasia, the brains were removed and pne hemisphere was
prepared for immunohistochemical analysis, while three brain regions (hippocampus,
cortex and cerebellum) were dissected from the other hemisphere and used to measure
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the concentration of various AP proteins and APP forms using specific ELISAs
(Johnson-Wood et al., supra). ) .

Tissues destined for ELISAs were bomogenized in 10 volumes of ice-
cold guanidine buffer (5.0 M guanidine-HCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0). The
homogenates were mixed by gentle agitation using an Adams Nutator (Fisher) for three
to four br at RT, then stored at -20°C prior to quantitation of Ap and APP. Previous
experiments had shown that the analytes were stable under this storage condition, and
that synthetic AP protein (Bachem) could be quantitatively recovered when spiked into
homogenates of control brain tissue from mouse littermates (Johnson-Wood et al.,
supra).

D.__Measirement of A Levels

The brain homogenates were diluteq 1:10 with ice cold Casein Diluent
(0.25% casein, PBS, 0.05% sodium azide, 20 pg/ml eprotinin, 5 mM EDTA pH 8.0, 10
pg/ml leupeptin) and then centrifuged at 16,000 x g for 20 min at 4° C. The synthetic
AD protein standards (1-42 amino acids) and the APP standards were prepared to include
0.5 M guanidine and 0.1% bovine serum albumin (BSA) in the final composition. The
"total” AP sandwich ELISA utilizes monoclonal antibody monoclonal antibody 266,
specific for amino acids 13-28 of AP (Seubert ef al., supra), as the capture antibody, and
biotinylated monoclonal antibody 3D6, specific for amino acids 1-5 of Ap (Johnson-
Wood et al., supra), as the reporter antibody. The 3D6 monoclonal antibody does not
recognize secreted APP or full-length APP, but detects only AP species with an amino-
terminal aspartic acid. This assay has a lower limit of sensitivity of ~50 ng/ml (1 1nM)
and shows no cross-reactivity to the endogenous murine AP protein at concentrations up
to 1 ng/ml (Johnson-Wood et al., supra). -

'I‘he_ABl-42 specific sandwich ELISA employs mAB 21F12, specific for
amino acids 33-42 of AR (Johnson-Wood, ef al. supra), as the capture antibody.
Biotinylated mAf 3D6 is also the reporter autibody in this assay which has a lower limit
of sensitivity of about 125 pg/ml (28 pM, Johnson-Wood et al., supra). For the AP
ELISAs, 100 pul of either mAB 266 (at 10 pg/ml) or mAP 21F12 at (5 pg/ml) was
coated into the wells of 96-well immunoassay plates (Costar) by overnight incubation at
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RT. The solution was removed by aspiration and the wells were blocked by the addition
of 200 i of 0.25% human serum albumin in PBS buffer for at least 1 br at RT.
Blocking solution was removed and the plates were stored desiccated at 4°C until used.
The plates were rehydrated with Wash Buffer [Tris-buffered saline (0.15 M NaCl, 0.01
M Tris-HCL, pH 7.5), plus 0.05% Tween 20] prior to use. The samples and standards
were added in triplicate aliquots of 100 pl per well and then incubated overnight at 4°
C. The plates were washed at least three times with Wash Buffer between each step of
the assay. The biotinylated mAp 3D6, diluted to 0.5 pg/ml in Casein Assay Buffer
(0.25% casein, PBS, 0.05% Tween 20, pH 7.4), was added and incubated in the wells for
1 hrat RT. An avidin-horseradish peroxidase conjugate, (Avidin-HRP obtained from
Vector, Burlingame, CA), diluted 1:4000 in Casein Assay Buffer, was added to the wells
for 1 hr at RT. The colorimetric substrate, Slow TMB-ELISA (Pierce), was added and
allowed to react for 15 minutes at RT, after which the enzymatic reaction was stopped
by the addition of 25 ul 2 N H2S04. The reaction product was quantified using a
Molecular Devices Vmax measuring the difference in absorbance at 450 nm and 650
nm,

E. Measurement of APP Levels

Two different APP assays were utilized. The first, designated APP-o/FL,
recognizes both APP-alpha (o) and full-length (FI.) forms of APP. The second assay is
specific for APP-w. The APP-a /FL assay recognizes secreted APP including the first
12 amino acids of AP. Since the reporter antibody (2H3) is not specific to the a-clip-
site, oceurring between amino acids 612-613 of APP®® (Bsch ef al., Science 248:1122-
1124 (1990)); this assay also recognizes full length APP (APP-FL). Preliminary
experiments using immobilized APP antibodies to the cytoplasmic tail of APP-FL to
deplete brain homogenates of APP-FL suggest that approximately 30-40% of the APP-a
/FL APP is FL (data not shown). The capture antibody for both the APP-o/FL and APP-
ot assays is mAb BES, raised against amino acids 444 to 592 of the APP®® form (Games
et al., supra). The reporter mAb for the APP-a/FL. assay is mAb 2H3, specific for
amino acids 597-608 of APP®* (Johnson-Wood ef al., supra) and the reporter antibody
for the APP-x assay is a biotinylated derivative of mAb 16H9, raised to amino acids 605
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to 611 of APP. The lower limit of sensitivity of the APP-oFL assay is about 11 ng/mi
(150 pM) (Johnson-Wood et al.) and that of the APP-¢ specific assay is 22 ng/ml (0.3
nM). For both APP assays, mAb 8E5 was coated onto the wells of 96-well EIA plates as
described above for mAb 266. Purified, recombinant secreted APP-o, was used as the
reference standard for the APP-x assay and the APP-o/FL assay (Esch et al., supra).
The brain homogenate samples in 5 M guanidine were diluted 1:10 in ELISA Specimen
Diluent (0.014 M phosphate buffer, pH 7.4, 0.6% bovine serum albumin, 0.05%
thimerosal, 0.5 M NaCl, 0.1% NP40). They were then diluted 1:4 in Specimen Diluent
containing 0.5 M guanidine. Diluted homogenates were then centrifuged at 16,000 x g
for 15 seconds st RT. The APP standards and samples were added to the plate in
duplicate aliquots and incubated for 1.5 hr at RT. The biotinylated reporter antibody
2H3 or 16H9 was incubated with samples for 1 hr at RT. Streptavidin-alkaline
phosphatase (Bochringer Mannheim), diluted 1:1000 in specimen diluent, was incubated
in the wells for 1 hr at RT. The fluorescent substrate 4-methyl-umbellipheryl-phosphate
was added for a 30-min RT incubstion and the plates were read on a Cytofluor tm 2350
fluorimeter (Millipore) at 365 nm excitation and 450 nm emission.

F. Immunohistochemistry

Brains were fixed for three days at 40C in 4% paraformaldehyde in PBS
and then stored from one to seven days at 4°C in 1% peraformaldehyde, PBS until
sectioped. Forty-micron-thick coronal sections were cut on a vibratome at RT and
stored in cryoprotectant (30% glycerol, 30% ethylene glycol in phosphate buffer) at -
20°C prior to immunohistochemical processing. For each brain, six sections at the level
of the dorsal hippocampus, each separated by consecutive 240 pm intervals, were
incubated overnight with one of the following antibodies: (1) a biotinylated anti-Af
(mAb, 3D6, specific for human AB) diluted to a concentration of 2 pg/ml in PBS and
1% horse serum; or (2) a biotinylated mAb specific for human APP, 8BS, diluted to a
concentration of 3 pug/ml in PBS and 1.0% horse serum; or (3) a mAb specific for glial
fibrillary acidic protein (GFAP; Sigma Chemical Co.) diluted 1:500 with 0.25% Triton
X-100 and 1% horse serum, in Tris-buffered saline, pH 7.4 (TBS); or (4) 2 mAb specific
for CD11b, MAC-1 antigen, (Chemicon International) diluted 1:100 with 0.25% Triton
X-100 and 1% rabbit seram in TBS; or (5) a mAb specific for MHC II antigen,
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(Pharmingen) diluted 1:100 with 0.25% Triton X-100 and 1% rabbit serum in TBS; or
(6) a rat mAb specific for CD 43 (Pharmingen) diluted 1:100 with 1% rabbit serum in .
PBS or (7) a rat mAb specific for CD 45RA (Pharmingen) diluted 1:100 with 1% rabbit
serum in PBS; or (8) a rat monoclonal AP specific for CD 45RB (Pharmingen) diluted
1:100 with 1% rabbit seram in PBS; or (9) a rat monoclonal AB specific for CD 45
(Pharmingen) diluted 1:100 with 1% rabbit serum in PBS; or (10) a biotinylated
polyclonal hamster AP specific for CD3e (Pharmingen) diluted 1:100 with 1% rabbit
serum in PBS or (11) a rat mAb specific for CD3 (Serotec) diluted 1:200 with 1% rebbit
serum in PBS; or with (12) a solution of PBS lacking a primary antibody containing 1%
normal horse serum.

Sections reacted with antibody solutions listed in 1,2 and 6-12 above
were pretreated with 1.0% Triton X-100, 0.4% hydrogen peroxide in PBS for 20 min at
RT to block endogenous peroxidase. They were next incubated overnight at 4°C with
primary antibody. Sections reacted with 3D6 or 8E5 or CD3e mAbs were then reacted
for one hr at RT with a horseradish peroxidase-avidin-biotin-complex with kit
components “A” and “B” diluted 1:75 in PBS (Vector Elité Standard Kit, Vector Labs,
Burlingame, CA.). Sections reacted with antibodies specific for CD 45RA, CD 45RB,
CD 45, CD3 and the PBS solution devoid of primary antibody were incubated for 1 hour
at RT with biotinylated anti-rat IgG (Vector) diluted 1:75 in PBS or biotinylated anti-
mouse IgG (Vector) diluted 1:75 in PBS, respectively.  Sections were then reacted for
one br at RT with a horseradish peroxidase-avidin-biotin-complex with kit components
“A” and “B” diluted 1:75 in PBS (Vector Elite Standard Kit, Vector Labs, Burlingame,
CA). ) '

Sections were developed in 0.01% hydrogen peroxide, 0.05% 3,3°-
diaminobenzidine (DAB) at RT. Sections destined for incubation with the GFAP-,
MAC-1- AND MHC II-specific antibodies were pretreated with 0.6% hydrogen
peroxide at RT to block endogenous peroxidase then incubated overnight with the
primary antibody at 4°C. Sections reacted with the GFAP antibody were incubated for 1
br at RT with biotinylated anti-mouse IgG made in horse (Vector Laboratories;
Vectastain Elite ABC Kit) diluted 1:200 with TBS. The sections were next reacted for
one hr with an avidin-biotin-peroxidase complex (Vector Leboratories; Vectastain Elite
ABC Kit) diluted 1:1000 with TBS, Sections incubated with the MAC-1-or MHC II-
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specific monoclonal antibody as the primary antibody were subsequently reacted for 1 hr
at RT with biotinylated anti-rat [gG made in rabbit diluted 1:200 with TBS, followed by
incubation for one hr with avidin-biotin-peroxidase complex dihuted 1:1000 with TBS.
Scctions incubated with GFAP-, MAC-1- and MHC IJ-specific antibodies were then
visualized by treatment at RT with 0.05% DAB, 0.01% hydrogen peroxide, 0.04%
nickel chloride, TBS for 4 and 11 min, respectively.

Immunolaheled sections were mounted on glass slides (VWR, Superfrost
slides), air dried ovemnight, dipped in Propar (Anatech) and overlaid with coverslips
using Permount (Fisher) as the mounting medium.

To counterstain AP plaques, a subset of the GFAP-positive sections were
mounted on Superfrost slides and incubated in aquecus 1% Thioflavin S (Sigma) for
7 min following immunohistochemical processing. Sections were then dehydrated and
cleared in Propar, then overlaid with coverslips mounted with Permount.

G. Image Analysis

A Videometric 150 Image Analysis System (Oncorz, Inc., Guithersburg,
MD) linked to a Nikon Microphot-FX microscape through a CCD video camera and 2
Sony Trinitron monitor was used for quantification of the immunoreactive slides. The
image of the section was stored in a video buffer and a color-and saturation-based
threshold was determined to select and calculate the total pixel ares occupied by the
immunolabeled structures. For each section, the hippocampus was menually outlined
and the total pixel area occupied by the hippocampus was calculated. The percent
amyloid burden was measured as: (the fraction of the hippocampal area contzining AP
deposits immunoreactive with mAb 3D6) x 100. Similarly, the percent neuritic burden
was measured as: (the fraction of the hippocampal area containing dystrophic neurites
reactive with monoclonal antibody 8E5) x100. The C-Imaging System (Compix, Inc.,
Cranberry Township, PA) operating the Simple 32 Software Application program was
linked to a Nikon Microphot-FX microscope through an Optronics camere and used to
quantitate the percentage of the retrospenial cortex occupied by GFAP-positive
astrocytes and MAC-1-and MHC II-positive microglia. The image of the
immunoreacted section was stored in a video buffer and a monochrome-based threshold
was determined to select and calculate the total pixel area occupied by immumolabeled
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cells. For each section, the retrosplenial cortex (RSC) was manually outlined and the
total pixel area occupied by the RSC was calculated. The percent astrocytosis was
defined as: (the fraction of RSC occupied by GFAP-reactive astrocytes) X 100,
Similarly, percent microgliosis was defined as: (the fraction of the RSC occupied by
MAC-1- or MHC II-reactive microglia) X 100. For all image analyses, six sections at
the level of the dorsal hippocampus, each separated by consecutive 240 pm intervals,
were quantitated for each anfmal. In all cases, the treatment statns of the animals was
unknown to the observer.

Although the foregoing invention has been described in detail for
purposes of clarity of understanding, it will be obvious that certain modifications may be
practiced within the scope of the appended ciaims. All publications and patent
documents cited herein, as well as text appearing in the figures and sequence listing, are
hereby incorporated by reference in their entivety for all purposes to the same extent as if
each were so individually denoted.

From the foregoing it will be epparent that the invention provides fora
number of uses. Forutmple,fheinveuﬁonwovfdufortheuseofmy of the antibodies *
to AP described sbove in the treatment, prophylaxis or disgnosis of amyloidogenic
disease, or in the mannfacture of a medicament or diagnostic composition for use in the
same.
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We claim:

1. A humanized immunoglobulin light chain comprising (i) variable region
complementarity determining regions (CDRs) from the 3D6 immunoglobulin light chain
variable region sequence set forth as SEQ ID NO:2, and (i) a variable framework region
from a human acceptor immunoglobulin light chain sequence, provided that at least one
framework residue is substituted with the corresponding amino acid residue from the
mouse 3D6 light chain variable region sequence, wherein the framework residue is
selected from the group consisting of:

() aresidue that non—covalently binds antigen directly;

(b) aresidue adjacent to a CDR;

{(c) aCDR-interacting residue; and

(@ aresidue participating in the VL-VH interface.

2. A humanized immunoglobulin heavy chain comprising (i) variable region
complementarity determining regions (CDRs) from the 3D6 immunoglobulin heavy
chain varisble region sequence set forth as SEQ ID NO:4, and (ii) a variable framework
region from a human acceptor immunoglobulin heavy chain, provided that at least one
framework residue is substituted with the corresponding amino acid residue from the .
mouse 3D6 heavy cheain varisble region sequence, wherein the framework residue is
selected from the group consisting of: '
(@)  aresidue that non-covalently binds antigen directly;
(b) aresidue adjacent toa CDR; _
()  aCDR-interacting residue; and '
(d) aresidue participating in the VL-VH interface.

3. The light chain of claim 1, wherein a CDR-interacting residue is
identified by modeling the 3D6 light chain based on the solved structure of 1CR9.

4, The light chain of claim 1, wherein & CDR-interacting residue is
identified by modeling the 3D6 light chain based on the solved structure of INLD.
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5. The heavy chain of claim 2, wherein a CDR-interacting residue is
identified by modeling the 3D6 heavy chain based on the solved structure of 10PG.

6. A humanized immunoglobulin light chain comprising (i) variable region

+ complementarity determining regions (CDRs) from the 3D6 immmoglobulin light chein

variable region sequence set forth as SEQ ID NO:2, and (ii) a variable framework region
from a human acceptor immunoglobulin light chain sequence, provided that at least one
framework residue is substituted with the corresponding amino acid residue from the
mouse 3D6 light chain variable region sequence, wherein the framework residue is a
residue capable of affecting light chain variable region conformation or function as
identified by analysis of a three-dimensional model of the 3D6 immunoglobulin light
chain variable region.

7. A humanized immunoglobulin heavy chain comprising (i) variable region
complementarity determining regions (CDRs) from the 3D6 immmmoglobulin heavy
chain variable region sequence set forth as SEQ ID NO:4, and (ii) variable framework
region from a human acceptor immunogiobulin heavy chain, provided that at least one
framework residue is substituted with the corresponding amino ecid residue from the
mouse 3D6 heavy chain variable region sequence, wherein the framework residue isa -
residue capable of affecting heavy chain variable region conformation or function as
identified by analysis of a three-dimensional model of the 3D6 imm:tmoglobuiin heavy
chain variable region. )

8.  The light chain of claim 6, wherein the framework residue is selected
from the group consisting of a residue capeble of interacting with antigen, a residue
proximal to the antigen binding site, a residue capable of interacting with a CDR, a
residue adjacent to a CDR, a residue within 6 A of a CDR residue, a canonical residue, a
vemier zone residue, an interchain packing residue, a rare residue, and a glycoslyation
site residue on the surface of the structural model.
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9. The heavy chain of claim 7, wherein the framework residue is selected
from the group consisting of a residue capable of interacting with antigen, a residue
proximal to the antigen binding site, a residue capable of interacting with a CDR, a
residue adjacent to a CDR, a residue within 6 A of a CDR residue, a canonical residue, a
vernier zone residue, an interchair packing residue, an unusual residue, and a
glycoslyation site residue on the surface of the structural model.

10.  The light chain of claim 6 or 8, wherein the framework residue is
identified by modeling the 3D6 light chain based on the solved structure of 1CRS.

11.  The light chain of claim 6 or 8, wherein the frame work residue is
identified by modeling the 3D6 light chain based on the solved structure of INLD.

12 Ihehmwchainofdaim?or9,wi:udntheﬁmwmkmidueis
identified by modeling the 316 heavy chain based on the solved structure of 10PG.

13. A humanized immunoglobulin light chain comprising (i) variable region
complementarity determining regions (CDRs) from the 3D6é immunoglobulin light chain
variable region sequence set forth as SEQ ID NO:2, and (ji) a variable framework region
from a human acceptor immunoglobulin light chain, provided that at least one
framework residue selected from the group consisting of L1, L2, L36 and L46 (Kabat
pumbering convention) is substituted with the corresponding amino acid residue from
the mouse 3D6 light chain variable region sequence.

14. A humanized immunoglobulin heavy chain comprising (7) variable region
complementarity determining regions from the 3D6 heavy chain variable region
sequence set forth as SEQ ID NO:4, and (ii) a variable framework regions from a human
acceptor immunoglobulin heavy chain, provided that at least one framework residue
selected from the group consisting of H49, H93 and FI94 (Kabat numbering convention)
is substituted with the corresponding amino acid residue from the mouse 3D6 heavy
chain variable region sequence.
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15.  The light chain of any one claims 1, 3, 4, 6, 8, 10, 11 and 13, wherein the
human acceptor light chain is of the subtype kappa I (Kabat convention).

16.  The heavy chain of any one claims 2, 5, 7, 9, 12 and 14, wherein the
human acceptor heavy chain is of the subtype III (Kabat convention).

17.  Thelight chain of cleim 15, wherein the human acceptor light chain is
selected from the group consisting of Kabat ID 019230, Kabat ID 005131, Kabat ID
005058, Kabat ID 005057, Kabat ID 005059, Kabet ID U21040 and Kabat ID U41645.

18.  The light chain of claim 15, wherein the human acceptor light chain is
Kabat ID 019230.

19.  The heavy chain of claim 16, wherein the human acceptor heavy chain is
selected from the group consisting of Kebat ID 045919, Kebat ID 000459, Kabat ID
000553, Kabat ID 000386 and Kabat ID M23691.

20.  The heavy chain of claim 16, wherein the huma acceptor heavy chain is
Kabat ID 045919.

21.  The light chaim of eny one of claims 1, 3,4, 6, 8, 10, 11, 13, 15, 17 and
18, wherein at least one rare human framework residue is substituted with an amino acid
residue which is common for human variable light chain sequences at that position.

22.  Thelight chain of claim 1, 3, 4, 6, 8, 10, 11, 13, 15, 17 and 18,, wherein
at least one rare human framework residue is substituted with a corresponding amino
acid residue from a germline variable light chain sequence.

23.  Thelight chain of claim 22, wherein the germline variable light chain
sequence is selected from the group consisting of A1, A17, A18, A2, and A19.
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24.  Tbe heavy chain of any one of claims 2, 5, 7, 9, 12, 14, 16, 19 and 20,
wherein at Jeast one rare human framework residue is substitirted with an amino acid
regidue which is common for human variable heavy chain sequences at that position.

25.  The heavy chain of any one of claims 2, 5, 7, 9, 12, 14, 16, 19 and 20,
wherein at least one rare human framework residue is substituted with a corresponding
amino acid residue from a germline vatiable heavy chain sequence.

10 26.  The heavy chain of claim 25, wherein the germline variable heavy chain
sequence is selected from the group consisting of VH3-48, VH3-23, VH3-7, VH3-21
and VH3-11.

27.  The heavy chain of claim 25, whecein the germline vazisble heavy chain
15  sequence is VH3-23,

28.  Thelight chain of any one of claims 21-23, wherein the rare framework
residue is selected based on dccurrence at that position in less than 10% of human light
chain variable region sequences in the light chain variable region subgroup, and the .
.20 common residue is selected based on an occurrence at that position in greater than 50%
of sequences in the light chain variable region subgroup.

29. Theheavy chain of any one of claims 24-26, wherein the rare framework .
residue is selected based on occurrence at that position in less than 10% of human heavy -
25 chain varinble region sequences in the heavy chain variable region subgroup, and the
common residue is selected based on an occurrence at that position in greater than 50%
of sequences in the heavy chain varieble region subgroup.

30. A light chain comprising the complementarity determining regions
30 (CDRs) and verisble region framework residues L1, L2, L36 and 146 (Kabat numbering
convention) from the monoclanal antibody 3D6 light chain, wherein the remainder of
the light chain is from a human immumoglobulin.

[ O3
-
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31. A heavy chain comprising the complementarity determining regions
(CDRs) and variable framework residues H49, H93 and H94 (Kabat numbering
convention) from the monoclonal antibody 3D6 heavy chain, wherein the remainder of
5 the heavy chain is from a human immunoglobulin.

32. A humanized immunoglobulin comprising the light chain of any one of
claims 1, 3,4, 6, 8, 10, 11, 13, 15, 17 and 18, end the heavy chain of any one of claims
2,5,7,9, 12, 14, 16, 19 and 20, or antigen binding fragment of said immunoglobulin.

10
33. The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 32, which
specifically binds to betaamyloidpepﬁde(hﬂ)wiﬂnbindingafﬁnity of at least 10" M-
15 34,  The immunoglobulin or sntigen binding fragment of claim 32, which

specifically binds to beta amyloid peptide (AB) with a binding affinity of at least 10° M-

35. The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 32, which
20 - specifically binds to beta amyloid peptide (AB) with a binding affinity of at least 10° M-

l.

36. The immmoglobulin or antigen binding fragment of claim 32, wherein
the heavy chain isotype is 1.

37.  The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 32, which
binds to both soluble beta amtyloid peptide’ (AB) and aggregated AB.

38.  The immunoglobulin of clsim 37, wherein the soluble beta amyloid
30  peptids (AP) is disaggregated AP.
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39.  The immmoglobulin or antigen binding fragment of claim 32, which
mediates phagocytosis of beta amyloid peptide (AB).

40.  The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 32, which
crosses the blood-brain barrier in a subject.

41.  The immumnoglobulin or antigen binding fragment of claim 32, which
reduces both beta amyloid peptide (Ap) burden and neuritic dystrophy in a subject.

42, Ahxma.nizedimmoglobulineompﬁﬁngahummindhuvydninmd
a humanized light chain, wherein

(a) the humanized light chain comprises three complementarity
determining regions (CDR1, CDR2 and CDR3) having amino acid sequences
from the corresponding complementarity determining regions of the mouse 3D6
jmmumoglobulin light chein variable domein designated SEQ ID NO22, and a
variable region framework from a human light chain verisble region framework
sequence provided that at least one position selected from a first group consisting
of L1, L2, L36 and 1.46 (Kabat mumbering convention) is occupied by the same

" amino acid residue present in the equivalent position of the mouse 3D6

(b) the bumanized heavy chain comprises three complementarity
determining regions (CDR1, CDR2 snd CDR3) having amino acid sequences
from the corresponding complementarity determining regions of the mouse 3D6
imnmunoglobulin heavy chain variable domain designated SEQ ID NO:4, and a
variable region framework from & human heavy chain variable region framework
sequmeeprovidedihatat]ustqneposiﬁonselectedﬁomnsecondg:m:p
consisting of H49, H93 and H94 (Kabat numbering convention) is occupied by
the same amnino acid residue present in the equivalent position of the mouse 3D6
immunoglobulin heavy chain variable region framework;
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wherein the humanized immunoglobulin specifically binds to beta amyloid
peptide (AP) with a binding affinity of at least 10’ M-, wherein the 3D6
immmoglobulin has the light chain with a variable domain designated SEQ ID NO:2
and the heavy chain with a variable domain designated SEQ ID NO: 4.

43.  The humanized immmoglobulin of claim 42, wherein human light chain
varisble region framework is from a kappa light chain varisble region.

44.  The humanized immumoglobulin of claim 42, wherein human heavy
chain variable region framework is from an IgG1 beavy chain variable region.

45.  The humanized immunoglobulin of claim 42, wherein the humanized
light chain variable region framework is from a light chain selected from the group
consisting of Kabat ID 019230, Kabat ID 005131, Kabet ID 005058, Kabet ID 005057,
Ksbet ID 005059, Kabat ID U21040 and Kabat ID U41645.

46.  The humanized immmoglobulin of claim 42, wherein the hnmenized
heavy chain variable region framework is from a heavy chain selected from the group
consisting of Kabat ID 045919, Kabat ID 000459, Kabat ID 000553, Kabat ID 000386 .
and Kabat ID M23691. '

47.  The humanized immunoglobulin of claim 42, wherein the humanized
light chain variable region framework is identical to the Kabat ID 019230 light chain
varieble region framewark sequance except for the positions fram the first group, and
the heavy chain verisble region framework is identical to the Kabat ID 045919 heavy
chain variable region framework sequence except for the positions from the second
group.

48. The humenized imnmnoglobulin of claim 42, wherein the humanized light
chain comprises coraplementerity determining regions that are identical to the
corresponding complementrrity determining regions of the mouse 3D6 heavy chain, and
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identical to the corresponding complementarity determining regions of the mouse 3D6

heavy chain.

PCT/US01/46587

49. A humanized antibody comprising the complementarity determining

regions (CDR1, CDR2 and CDR3) of the 3D6 variable light chain sequence set forth as

SEQ ID NO:2.

50. A bumanized antibody comprising the complementarity determining

regians (CDR1, CDR2 and CDR3) of the 3D6 variable heavy chain sequence set forth as

SEQ ID NO44.

51. A bumanized antibody, or antigen-binding fragment thereof, which

specifically binds to beta amyloid peptide (Af), comprising a variable region comprising
complemenmﬁtydctmniningregiom(CDRs)om:.rupondingto CDRs from the mouse

3D6 antibody.

52. A humanized entibody which binds beta amyloid peptide (AB) with an
affinity of at least 107 M-* comprising:

(2) a light chain variable domain comprising murine 3D6 complementarity
determining region {(CDR) amino acid residues and hiwinan VL subgroup IT
variable domain framework region (FR) amino acid residues; and

(b) a heavy chain variable domain comprising murine 3D6 complemeptarity
determining region (CDR) amino acid residues and human VH subgroup III
varigble domain framework region (FR) amino acid residues.

53. A chimeric immunoglobulin comprising variable region complementarity
determining regions (CDRs) from the 3D6 immunoglobulin varisble region sequences

set forth as SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO:4, and verisble framework regions from a

humap aceeptor immumoglobulin,
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54. An immmmoglobulin, or antigen-binding fragment thereof, comprising &
variable beavy chain region as set forth in SEQ ID NO:8 and a variable light chain
region as set forth in SEQ ID NO:5.

55. Animmunoglobulin, or antigen-binding fragment thereof, comprising a
variable heavy chain region as set forth in SEQ ID NO:12 and a light chain region as set
forth in SEQ ID NO:11.

56. Animmunoglobulin comprising a variable heavy chain region as set forth
in SEQ ID NO:8, a variable light chain region as set forth in SEQ ID NO:S, and constant
regions from IgG1.

57. Animmumoglobulin comprising a variable heavy chain region as set forth
in SEQ ID NO:12, a light chain region as set forth in SEQ ID NO:11, and constant
regions from IgG1.

58. A method of preventing or treating an amyloidogenic disease in a patient,
comprising administering to the patient an effective dosage of the imanized
immmoglobulin of any one of claims 32-52. '

59. A method of preventing or treating Alzheimer’s disease in a patient,
comprising administering to the patient an effective dosage of the humenized
immunoglobulin of any one of claims 32-52.

60.  The method of claim 59, wherein the effective dosage of humanized
immmumoglobulin is 1 mg/kg body weight. -

61. The method of claim 59, wherein the effective dosage of humanized
immunoglobulin is 10 mg/kg body weight.

62. A phammaceutical composition comprising the immunoglobulin of any
one of claims 32-52 and a pharmaceutical carrier.
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63.  An isolated polypeptide comprising a fragment of SEQ ID NO:2 selected

from the group consisting of amino acids 24-39 of SEQ ID NO:2, amino acids 55-61 of
SEQ ID NO:2 and amino acids 94-102 of SEQ ID NO:2.

64.  An isolated polypeptide comprising amino ecids 24-39 of SEQ ID NO:2,
amino acids 55-61 of SEQ ID NO:2 and amino acids 94-102 of SEQ ID NO:2.

65.  Anisolated polypeptide comprising a fragment of SEQ ID NO:4 selected
from the group consisting of amino acids 31-35 of SEQ ID NO:4, amino acids 50-66 of
SEQ ID NO:4 and amino acids 99-107 of SEQ ID NO:4.

66. An isolated polypeptide comprising amino acids 31-35 of SEQ ID NO:4,
amino acids 50-66 of SEQ ID NO:4 and amino acids 99-107 of SEQ ID NO:4.

67.  Anisolated polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ ID
NO:22.

68.  Anisolated polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ ID
NO:4.

69. A variant of a polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ
ID'NO:2, said variant comprising at least one conservative amino acid substitution,
wherein the variant retains the ability to direct specific binding to beta amyloid peptide
(AB) with a binding affinity of at least 107 M.

70. A veriant of a polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ
ID NO:4, said variant comprising at least one conservative amino acid substitution,
wherein the variant retains the ability to specifically bind beta amyloid peptide (A8)
with a binding affinity of at least 10" M-,
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71.  Anisolated polypeptide comprising residues 1-112 of the amino acid
sequence of SEQ ID NO:2 or comprising residues 1-119 of the amino acid sequence of
SEQ ID NO:4.

72.  Anisolated nucleic acid molecule encoding the light chain of any one of
cleims 1, 3, 4, 6, 8, 10,, 11, 13, 15, 17 and 18.

73.  Anisolsted nucleic acid molecule encoding the heavy chain of any one of
claims 2, 5, 7,9, 12, 14, 16, 19 and 20. )

74.  An isolated nucleic acid molecule encoding the polypeptide of any one of
claims 64-71.

75.  Anisolated nucleic acid molecule encoding the immunoglobulin of any
one of claims 32-57.

76.  An isolated nucleic acid molecule comprising the nucleotide sequence of
SEQID NO:1 or 3.

77. A vector comprising the mcleic acid molecule of any of claims 72-76.
78.  Ahost cell comprising the nucleic acid molecule of any of claims 72-76.
. 79. A method of producing an antibody, or fragment thereof, comprising .
culturing the host cell of ¢laim 45 under conditions such that the antibody or fragment is
produced and isolating said antibody from the host cell or culture.
80. A method of producing an antibody or fragment thereof, said method
comprising culturing a host cell that expresses a nucleic acid molecule encoding seid

antibody or fragment under conditions such that the antibody or fregment is produced,
and isolating said antibody or fragment from the host cell or culture, wherein said
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antibody or fragment comprises amino acids 24-39 of SEQ ID NO:2, amino acids 55-61
of SEQ ID NO:2 and amino acids 94-102 of SEQ ID NO:2.

81. A method of producing an antibody or fragment thereof, said method
comprising culturing a host cell that expresses a nucleic acid molecule encoding said
antibody or fragment, under conditions such that the antibody or fragment is produced,
and isolating said antibody from the host cell or culture, wherein said antibody or
fragment comprises amino acids 31-35 of SEQ ID NO:4, amino acids 50-66 of SEQ ID
NO:4 and amino acids 99-112 of SEQ ID NO:4.

82. A method for identifying residues amenable to substitution in a
humanized 3D6 immunoglobulin varisble framework region, comprising modeling the
three-dimensional structure of the 3D6 variable region based on a solved
immunoglobulin structure and analyzing said model for residues capable of affecting
3D65mm1moglobulinvaﬁnplereginneonformnﬁmorﬂmcﬁon, such that residues
amenable to substitution are identified.

83.  Use of the variable region sequence set forth as SEQ IDNO:2 or SEQ ID
NO:4, or any portion thereof, in producing a three-dimensionsl image of a 3D6 ’
immnunoglobulin, 3D6 immunoglobulin chain, or domain thereof.

84. A humanized immumoglobulin light chain comprising (i) variable region
complementary determining regions (CDRs) from the 10D5 immunoglobulin light chain
varisble region sequence set forth as SEQ ID NO:14, and (i) a varisble framework ‘.
region from a human acceptor immmoglobulin light chain sequence, provided that at
Ieast one framework residue is substituted with the corresponding amino acid residue
from the mouse 10D5 light chain variable region sequence, wherein the famework
residue is selected from the group consisting of:

® ammduethatnon-oovalmﬂybmdsantlgendﬂecﬂy.

(b)  aresidue adjacent to a CDR;

(c) a CDR-interacting residue; and

(@  aresidue participating in the VL-VH interface.
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85. A humanized immunoglobulin heavy chain comprising (i) variable region
complementary determining regions (CDRs) from the 10D5 immunoglobulin heavy
chain variable region sequence set forth as SEQ ID NO:16, end (if) a veriable framework
region from a human acceptor immunoglobulin heavy chain, provided that at least one
framework residue is substituted with the corresponding amino acid residue from the
mouse 10D5 heavy chain varisble region sequence, wherein the framework residue is
selected from the group consisting of:

(@  aresidue that non-covalently binds antigen directly;

(b) aresidue adjacentto a CDR;

(c) aCDR-interacting residue; and

(d) aresidue participating in the VL-VH interface,

86.  The light chain of claim 84, wherein a CDR-interacting residue is
identified by modeling the 10D5 light chain based on the solved structure of a murine
immunoglobulin light chain that shares at least 70% sequence identity with the 10D5
light chain, '

87.  The light chain of claim 84, wherein a CDR-interacting residue is
identified by modeling the 10D5 light chain based on the solved structure of 2 murine
immunoglobulin light chain that shares at least 80% sequence identity with the 10D5
light chain.

88.  Thelight chain of c]aim 84, wherein a CDR-interacting residue is
identified by modeling the 10DS5 light chain based on the solved structure of a murine
immunoglobulin light chain that shares at least 90% sequence identity with the 10DS

89.  The heavy chain of claim 85, wherein a CDR-interacting residue is
identified by modeling the 10D5 heavy chain based on the solved structure of a murine

immunoglobulin heavy chan that shares at least 70% sequence identity with the 10D5
heavy chain.
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90.  The heavy chain of claim 85, wherein 2 CDR-interacting residue is
identified by modeling the 10D5 heavy chain based on the solved structure of & murine
imemunoglobulin heavy chan that shares at least 80% sequence identity with the 10D5
heavy chain.

91.  The heavy chain of claim 85, wherein a CDR-interacting residue is
identified by modeling the 10D5 heavy chain based on the solved structure of a murine
imnmnumoglobulin heavy chan that shares at least 90% sequence identity with the 10D5
heavy chain.

92. A hmanized immunoglobulin light chain comprising (i) variable region
complementary determining regions (CDRs) from the 10DS immwmoglobulin light chain
variable region sequence set forth as SEQ ID NO:14, and (i) & variable framework
mg'mﬁumihmmaccepmrimmmoglobuﬁnﬁghtchainnqmce,pmﬁdedthata:
Ieast one framewark residue is substituted with the corresponding amino acid residus
from the mouse 10DS5 light chain variable region sequence, wherein the framework
residue is a residuc capable of affecting light chain variable region conformation or
fimction as identified by analysis of a three-dimensional model of the 10D5

93. A humanized immunoglobulin heavy chain comprising (i) variable region
complementary determining regions (CDRs) from the 10D5 immumoglobulin beavy
chiain varisble region sequence set forth as SEQ ID NO:16, and (i) a variable framework
region from a humen acceptor immmmoglobulin heavy chain, provided that at least one
framework residue is substituted with the corresponding amino acid residne from the
mouse 10DS heavy chain varisble region sequenoe, whercin the framework residue is a
residue capable of affecting heavy chain variable region conformation or fimction as
identified by enalysis of a three-dimensional mods! of the 10DS immunoglobuilin heavy
chain variable region.
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The light chain of claim 92, wherein the framework residue is selected

from the group consisting of a residue capable of interacting with antigen, a residue
proximal to the antigen binding site, a residue capable of interacting with a CDR, a
residue adjacent to a CDR, a residue within 6 A of a CDR residue, a canonical residue, 8
vemier zone residue, an interchain packing residue, a rare residue, and a glycoslyation
site residue on the surface of the structural model.

95.

The heavy chain of claim 93, wherein the framework residue is selected

from the group consisting of a residue capable of interacting with antigen, a residue
proximal to the antigen binding site, a residue capable of interacting with a CDR, a
residue adjacent to a CDR, a residue within 6 A of a CDR residue, a canonical residue, 2
vernier zone residue, an interchain packing residue, an unusual residue, and a
glycoslyation site residue on the surface of the structural model.

96.

The light chain of claim 92 or 94, wherein the framework residue is

identified by modeling the 10D5 light chain based on the solved structure of a murine
immunoglobulin light chain that shares at least 70% sequence identity with the 10D5

light chain.

97.

The light chain of claim 92 or 94, wherein the framework residue is

identified by modeling the 10D5 light chain based on the solved structure of a murine
immumoglobulin light chain that shares at least 80% sequence identity with the 10D5

light chain.

98.

The light chein of claim 92 or 94, wherein the framework residue is

identified by modeling the 10DS5 light chain based on the solved structure of a murine
immumoglobulin light chain that shares at least 90% sequence identity with the 10D5

light chain.
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99.  The heavy chain of claim 93 or 95, wherein the framework residue is

identified by modeling the 10D5 heavy chain based on the solved structure of a murine
immunogilobulin heavy chain that shares at least 70% sequence identity with the 10D5

heavy chain.

100. The heavy chain of claim 93 or 95, wherein the framework residue is

identified by modeling the 10D5 heavy chain based on the solved structure of a murine
immunoglobulin heavy chain that shares at least 80% sequence identity with the 10D5

heavy chain.

101. The heavy chain of claim 93 or 95, wherein the framework residue is

identified by modeling the 10D35 heavy chain based on the solved structure of a murine
immunoglobulin heavy chain that shares at least 90% sequence identity with the 10D5

heavy chain..

102. The light chain of any one of claims 84, 86-88, 92, 94 and 96-98, wherein

at least one rare human framework residue is substituted with an amino acid residue
which is common for himen variable light chain sequences at that position.

103. The light chain of any one of claims 84, 86-88, 92, 94 and 96-98, wherein
at least one rare human framework residue is substituted with a corresponding amino
acid residue from a germline variable light chain sequence.

104. The light chain of claim 103, wherein the germline veriable light chain
sequence is that of an immunoglobulin shering at least 70% identity with the veriable

light chain sequence of sequence identity.

105. The light chain of claim 103, wherein the germline varisble light chain
sequence is that of an immunoglobulin sharing at least 80% identity with the variable

light chein sequence of sequence identity.
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106. The light chain of claim 103, wherein the germline variable light chain
sequence is that of an immunoglobulin sharing at least 90% identity with the variable
light chain sequence of sequence identity.

107. The heavy chain of any one of claims 85, 89-91, 93 and 99-101, wherein
at Jeast one rare human framework residue is substituted with an amino acid residue
which is common for human variable heavy chain sequences at that position. '

108. The heavy chain of any ane of claims 85, 89-91, 93 and 99-101, wherein
at least one rare human framework residue is substituted with a corresponding amino
acid residue from a germline variable heavy chain sequence.

109. The heavy chain of claim IOS,Wthinﬂngermlimvariablehuvychain
sequence is that of or is sharing of at least 70% identity with the variable heavy chain
sequence of SEQ ID NO:16.

110. The heavy chain of claim 108, wherein the genmline variable heavy chain
sequence is that of or is sharing of at least 80%-identity with the variable heavy chain
sequence of sequence identity no. 16. '

111.  The heavy chain of claim 108, wherein the germline verieble heavy chain
sequence is that of or is sharing of at least 90% identity with the variable heavy chain
sequence of sequence identity no. 16.

112. The light chain of any one of claims 102-106, wherein the rare
framework residue is selected besed on occurrence at that position in less than 10% of
humen light chain variable region sequences in the light chain variable region subgroup,
and the common residue is selected based on an occurrence at that position in greater
than 50% of sequences in the light chain verishle region subgroup.
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113. The heavy chain of any one of claims 107-111, wherein the rare
framework residue is selected based on occurrence at that position in less than 10% of
human heavy chain variable region sequences in the heavy chain variable region
subgroup, and the common residue is selected based on an occurrence at that position in
greater than 50% of sequences in the heavy chain variable region subgroup.

114. A humanized immunoglobulin comprising the light chain of any one of
claims 84, 86-88, 92, 94 and 96-98, and the heavy chain of any one of claims 85, 89-91,
and 93 and 99-101, or antigen-binding fragment of said immunoglobulin.

115. The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 114, which
specifically binds to beta amyloid peptide (AB) with e binding affinity of at least 107 M.

116. The immunoglobulin or entigen binding fragment of claim 114, which
specifically binds to beta amyloid peptide (AP) with a binding affinity of at least 108 M.

117. The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 114, which
specifically binds to beta amyloid peptide (AB) with a binding affinity of at least 107 M.

118. The immunogiobulin or sutigen binding fragment of claim 114, wherein
the heavy chain isotype is y1.

119. The immmoglobuliv or antigen binding fragment of claim 114, which .
binds to aggregated beta amyloid peptide (AB). ¢

120. The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 114, which
mediates phagocytosis of beta amyloid peptide (AB).

121. The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 114, which
cxosses the blood-brain barrier in a subject. -
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122.  The immunoglobulin or antigen binding fragment of claim 114, which
reduces beta amyloid peptide (AP) plaque burden in a subject.

123. A humanized immunoglobulin comprising a lumanized heavy chain and
5 ahvmenized light chain, wherein

(2) the humanized light chain comprises three complementary
determining regions (CDR1, CDR2 and CDR3) having amino acid sequences
from the corresponding complementarily determining regions of the mouse 10D5

10 immumoglobulin light chain variable domain designated SEQ ID NO:14, and a
variable region framework from a human light chain variable region framework
sequence provided that at least one framework residue selected from the group
consisﬁngofamnonicalraidue,avanier;widue.apackingnddwandam
residue, is occupied by the same amino acid residue present in the equivalent

" 15 position of the mouse 10D5 immunoglobulin light chiin varisble region
framework; and

(b) the humanized heavy chain comprises three complementary
determining regions (CDR1, CDR2 and CDR3) having amino acid sequences
from the corresponding complementary determining regions of the mouse 10D5

20 immunoglobulin heavy chain varishle domain designated SEQ ID NO:16, and 2
variable region framework from a human heavy chain variable region framework
sequence provided that at least one framework residue selected from a second
group consisting of a canonical residue, a vernier residue, a packing residue and
& rare residue, is occupied by the same amino acid residue present in the

25 equivalent position of the mouse 10D5 immunoglobulin heavy chain variable
region framework;

wherein the humsnized immunoglobulin specifically binds to beta amyloid
peptide (“AB”) with a binding affinity of at least 16”7 M, wherein the 10D5
30 immunoglobulin has the light chain with a variable domain designated SEQ ID NO:14
and the heavy chain with a variable domain designated SEQ ID NO:16.
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124. The humanized immunoglobulin of claim 123, wherein hnmen light chain
variable region framework is from a kappa light chain variable region.

125. The humanized immunoglobulin of claim 123, wherein human heavy
chain variable region framework is from an IgG1 heavy chain varishle region.

126. The humanized immunoglobulin of claim 123, wherein the light chein
variable region framework is from a8 human immunoglobulin light chain having at least
70% sequence identity with light chain sequence of the 10D5 immumoglobulin.

127. The humanized immunoglobulin of claim 123, wherein the heavy chain
wﬂablemgimﬁlmewoﬂ:isﬁomahmmimmmoglobuﬁnhavychainhnvingatleut._
70% sequence identity with heavy chain sequence of the 10D5 immunoglobulin..

128. The humanized immunoglobulin of claim 123, wherein the humanized
corresponding complementary determining regions of the mouse 1005 heavy chain, and
the humanized heavy chain comprises complementary determining regions that are
identical to the corresponding complementary determining regions of the mouse 10D5
heavy chain. .

129. A humanized antibody comprising the complementary determining
regions (CDR1, CDR2 and CDR3) of the 10DS5 variable light chain sequence set forth as
SEQID NO:14.

130. A humanized antibody comprising the complementary determining

regions (CDR1, CDR2 and CDR3) of the 10D5 variable heavy chain sequence set forth
as SEQ ID NO:16.
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131. A humanized antibody, or antigen-binding fragment thereof, which
gpecifically binds to beta amyloid peptide (Af), comprising e variable region comprising
complementary determining regions (CDRs) corresponding to CDRs from the mouse
10D5 antibody.

132, A chimeric immunoglobulin comprising variable region sequence
substantially as set forth in SEQ ID NO:14 or SEQ ID NO:16, and constsut region
sequences from a human immunoglobulin.

133. A method of preverting or treating an amyloidogenic disease in a patient,
comprising administering to the patient an effective dosage of the humanized
immunoglobulin of any one of claims 114-131.

134. Amethodofprevenﬁngoruuﬁngklﬂmim'sdiminapaﬁmt,
comprising administering to the patient an effective dosage of the humanized
immunoglobulin of any one of claims 114-131.

. 135. The method of claim 134, wherein the effective dosage of humsnized
immunoglobulin is 1 mg/kg body weight.

136. The method of claim 134, wherein the effective dosage of humanized
immunoglobulin is 10 mg/kg body weight.

137. A pharmaceutical composition comprising the immunoglobulin of any
one of claims 114-131 and a pharmaceutical carrier.

138. Anisolated polypeptide comprising a fragment of SEQ ID NO:2 selected
from the group consisting of amino acids 24-39 of SEQ ID NO:2, amino scids 55-61 of
SEQ ID NO22 and amino acids 94-102 of SEQ ID NO22.

139. Anisolated polypeptide comprising amino acids 24-39 of SEQ ID NO=2,
amino acids 55-61 of SEQ ID NO:2 and amino acids 94-102 of SEQ ID NO:2.
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140. An isolated polypeptide comprising a fragment of SEQ ID NQO:4 selected
from the group consisting of amino acids 31-37 of SEQ ID NO:4, amino acids 52-67 of
SEQ ID NO:4 and amino acids 100-112 of SEQ ID NO:4.

141.  Anisolated polypeptids comprising emino acids 31-37 of SEQ IDNO:4,
amino acids 52-67 of SEQ ID NO:4 and amino acids 100-112 of SEQ ID NO:4.

142.  Anisolated polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ ID

NO:14.

143.  Anisolated polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ ID
NO:16.

144, A variant of a polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ
ID NO:14, said variant comprising at least one conservative amino acid substitution,
wherein the variant retains the ability to specifically bind beta amyloid peptide (Af)
with a binding affinity of at least 10”7 M. )

145. A variant of a polypeptide comprising the amino acid sequence of SEQ
1D NO:16, said variant comprising at least one conservetive amino acid substitution,
wherein the variant retains the ability to direct specific binding to beta amyloid peptide
(AP) with a binding affinity of at lcast 107 M.

146. Anisolated polypeptide comprising residues 1-112 of the amino acid
sequence of SEQ ID NO:14 or comprising residues 1-123 of the amino acid sequence of
SEQ ID NO:16.

147.  Anisolated nucleic acid molecule encoding the light chain of amy one of
cleims 84, 86-88, 92, 94 and 96-58.
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148. An isolated nucleic acid molecule encoding the heavy chain of any one of
claims 85, 89-91, 93 and 99-101.

149. Anisolated nucleic acid molecule encoding the polypeptide of any one of
claims 139-146. :

150. Anisolated nucleic acid molecule encoding the immunoglobulin of any
one of claims 114-132. ]

151. Anisolated mcleic acid molecule comprising the nucleotide sequence of
SEQ ID NO:13 or 15.

152. A vector comprising the nucleic acid molecule of any of claims 147-151.

153. A host cell comprising the mucleic acid molecule of any of claims 147-
151.

154. A method of producing an antibody, or fragment thereof, comprising
culturing the host cell of claim 153 under conditions such that the antibody or fragment
is produced and isolating said antibody from the host cell or culture.

155. A method of producing an antibody, or fragment thereof, said method
comprising culturing a host cell that expresses a nucleic acid molecule encoding said
antibody or fragment under conditions such that the antibody or fragment is produced,
and isolating seid antibody from the host cell or culture, wherein said antibody or
fragment comprises amino acids 24-39 of SEQ ID NO:2, amino acids 55-61 of SEQ ID
NO:2 and amino acids 94-102 of SEQ ID NO:2.

156. A method of producing an antibody, or fragment thereof, said method
comprising culturing a host cell that expresses a nucleic acid molecule encoding said
antibody or fragment under conditions such that the antibody er fragment is produced,
and isolating said antibody from the host cell or culture, wherein said antibody or
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fragment comprises amino acids 31-37 of SEQ ID NO:4, amino acids 52-67 of SEQ ID
NO:4 and amino acids 100-112 of SEQ ID NO:4.

157. A method for identifying residues emenable to substitution in a
bumanized 10D5 immumoglobulin varisble framework region, comprising modeling the
three-dimensional structure of the 10D varisble region based on a solved
immunoglobulin structure and anslyzing said model for residues capable of affecting
10D5 immunoglobulin variable region conformation or fimction, such that residues
amenable to substifution are identified.

158. Use of the variable region sequence set forth as SEQ ID NO:14 or SEQ

ID NO:16, or any portion thereof, in producing a three-dimensional image of a 10D5
immunoglobulin, 10D5 immunoglobulin chain, or domain thereof.
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<110> Neuralab Limited

SEQUENCE LISTING

<120> Humanized Antibodies that Recognize
Beta-Amyloid Peptide

<130> ELN-002PC

<150> 60/251,892
<151> 2000-12-06

<160> 63

<170>

<210> 1
<211> 396
<212> DNA

<213>

<220>
<221> CDS

<222>

<221>
<222>

<400> 1

atg
Met
=20

gaa
Glu

gtt
Val

ctc
Leu

cca
Pro
45

tet
Sex

aca
Thr

atg agt
Mat Ser

acc aac
Thr Asn

acc att
Thr Ile
15

tta gat

Leu Asp
30

ggc cag
Gly Gln

gga gtc
Gly val

ctg aaa
Leu Lys

Mus musculus

{1)...(396)

slg peptide
{1)...(60)

cct gco
Pro Ala

ggt tat
Gly Tyr
1

gga caa
Gly Gln

agt gat
Ser Asp

tct.cca
Ser Pro

cct gac
FPro Asp
65

atc age
Ile Ser
80

cag ttc
Gln Phe
-15

gtt gtg
Val Val

cca gec
Fro Ala

gga aag
Gly Lys
35

aag cgc
Lys Axg
50

agg ttc
Arg Phe

aga ata
Arg 1lle

ctg
Leu

atg
Met

tce
S8er
20

aca
Thr

cta
Leu

act
Thr

gag

FastSEQ for Windowa Version 4.0

ttt ctg tta gtg
Phe Leu Leu Val
=10

acc cag act cca
Thr Gln Thr Pro
5

atc tct tge aag
Ile Ser Cys Lys

tat ttg aat tgg
Tyr Leu Asn Trp
40

atc tat ctqg gtg
Ile Tyr Leu Val
. 55

gge agt gga teca
Gly Ser Gly Serx
70

gct gag gat ttg

Glu Ala Glu Asp Leu

85

PCT/US0L/46587

ctec tgg att cgg 48
Leu Trp Ile Arg

-5
ctc act ttg teg 96
Leu Thr Leu Ser

10

tca agt cag agc 144
Ser Ser Gln Sar
25
ttg tta cag agg 192
Leu Ieu Gln Arg
tct aaa ctg gac 240
Ser Lys Leu Asp

60
ggg aca gat ttt 288
Gly Thr Asp Phe

715
gga ctt tat tat 336
Gly Leu Tyr Tyr
20

£z
N
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tge tgg caa ggt aca cat ttt cct cgg acg ttc ggt gga ggc acc aag 384
Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Arg Thr Fhe Gly Gly Gly Thr Lya
95 100 105

ctg gaa atc aaa 396
Leu Glu Ile Lys
110

<210> 2

<211> 132

<€212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> SIGNAL
<222> (1)...(20)

<400> 2
Met Mat Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg
-20 ~15 -10 -5
Glu Thr Asn .Gly Tyr Val Val Mat Thr Gin Thr Pro Leu Thr Leu Ser
1 5 10
Val Thr Ile Gly Gln Pro Ala Sexr Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
15 20 ) 25
Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Glm Arg
30 a5 40
Pro Gly Gln Ser Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp
45 50 55 60
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70 15
Thr Leu Lys Ile Ser Arg Ile Glu Ala Glu Asp Leu Gly Leu Tyr Tyr
80 85 90
Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
95 100 105
Leu Glu Ile Lys
110

<210> 3

<211> 414

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<£221> €S
<222> ({1)...(414)

<221> aig_peptide
<222> (1)...(57)

<400> 3

atg aac ttc ggg ctc age ttg att tte ctt gtc ctt gtt tta aaa ggt 48

Met Asn Phe Gly Leu Ser Leu Ile Phe Leu Val Leu Val Leu Lys Gly .
=15 ~10 -5

gtc cag tgt gaa gtg aag ctg gtg gag tect ggg gga ggc tta gtg aag 96
Val Gln Cys Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys
1l 5 10
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gga gcg
Gly Ala
15

Pro

aac tat
Asn Tyr

agt
Ser

tgg gtt
Trp Val

gag
Glu

gac
Asp

aat gta
Asn Val

acc
Thr

ctg tac
Leu Tyx
80

tat
Tyr

tat tgt
Tyr Cys
95

ggc
Gly
110

cag ggc
Gln Gly

<210> 4

<211> 138
<212> PRY
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 4
Met Asn Phe

Val Gln Cys

Pro Gly Ala
15

Ser Asn

30

Glu Trp

Tyx

Asp Asn Val

Thr Leu Tyr
840
Tyr Tyr Cys

95
Gly Gln
110

Gly

Val Ala

tet ctg aaa
Ser Leu Lys

tet
Ser
35

ggc atg
Gly Met

att
Ile

tce
Ser
50

gca
Ala

aag
Lys
a5

ggc cga
Gly Arg

caa atg
Gln Met

ctg
Leu

gtc
Val

aga tat
Arg Tyr

ace
Thr

act gte
Thr Val
115

Mus musculus

SIGNAL
(1)...(19)

Gly Leu Ser
-15
Glu Val Lys
1l
Ser Leu Lys
Met Ser
35
Ser Ile
50

Gly Axg
Gln Met

Gly

Lys
65
Leu

Val Arg Tyr

Thr Thr Ile

115

-3—

cte tee tgt gea
Leu Ser Cys Ala

20

tgg gtt cgc cag
Trp Val Arg Gln

agg
Arg

ttc
Phe

agt

Ser

gat
Asp
100

aca
Thr

Leu
Leun

Leu
20
Trp

Arg
Phe
Sex
Asp

1lao
Thr

agt
Sex

ace
Thr

agt
Ser
85

cac
His

gte
Val

Ile
Val
Ser
Val
Ser
Thr
Sex
85

His

Val

ggt
Gly

atc
Ile

T0
ctg
Leu

tat
Tyr

teco
Ser

Phe
Glu
Cys
Axg
Gly
Ile

70
Leu

Tyx

Ser

ggt
Gly

85
tece
Sex

aag
Lys

agt
Ser

teca
Sar

Leu
=10
Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Ly»s

Ser

Ser

gce tct gga
Ala Ser Gly
25

aat tca gac
Asn Ser Asp
40

agt aga acc
Gly Arg Thr

aga gag aat
Arg Glu Asn

tct gag gac
S8er Glu Asp
920

tce
Ser

ggt egc
Gly Ser
105

Val Leu Val

Gly Gly

10

Ala Ser Gly

25

Asn Ser
40

Gly Arg
Arg Glu

Asp
Thr

Ser Glu Asp Thr Ala

30

Gly Ser Ser Asp Tyr

105

PCT/US01/46587

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

gcc
Ala
15

acg
Thr

gac

Leu

Gly Leu

Phe
Lys

Tyr

Asn Ale

15

act tte
Thx Phe

agg ctg
Arg Leu
45

tat tca
Tyr Ser
60

aag aac
Lys Asn

ttg
Leu

gcc
Ala

tac
Tyr

tgg
Trp

Lys Gly
-5
val Lys

Thr Fhe

Leu
415
Ser

Axg
TYr

60
Lys Asn
Lau

Trp

144

192

240

336

as4

. &14

s
R
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<210> 5

<211> 132
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<221> SIGNAL
<222> (1)...(20)

<223> humanized 3D6é light chain

<400> 5
Met Met
~20

Glu Thxr
Val Thr

Leu Leu

<210> 6

Ser Pro Ala Gln Phe
Asn Gly Tyr ;ii Val
Pro Gly Giu Pro Ala
:p Sexr Asp Gly Lys
Gin Ser Pro Gln g:g
Val Pro Asp ::g Phe
Lys Ile ;iz: Arg Val
Gln ggy Thr His Phe
95

Ile Lys

<211> 125
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> SIGHAL
<222> (1)...(19)

<400> 6
Met Gly

Met Thry
Ser Ile
15

Asn Tyx
30

Leu Ile
Ser Gly
Glu Ala

Pro Axg
95

Leu Leu Met Leu Trp
=15
Gln Ser Pro Leu Sex
1
Ser Cys Arg Ser Ser
20
Leu Asp Trp Tyr Leu
35
Tyr Leu Gly Ser Asn
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Val Gly Val

80

Thx Phe Gly Gln Gly
100

-4--

variable region

Leu Phe Leu Leu Val Leu

-10
Met Thr Gln Ser
5
Ser Ile Ser Cys
20
Thx Tyr Lau Aan

Leu Ile Tyr Leu
55
Ser Gly Ser Gly
70
Glu Ala Glu Asp
85

Pro Arg Thr Phe
100

Val Ser Gly Ser
=10
Leu Pro Val Thr
5
Gln Ser Leu Leu

Gln Lya Pro Gly
40
Arg Ala Ser Gly
55
Asp Phe Thr Leu
70

Tyr Tyr Cys Met
a5

Pro
Lys
Irp
40

Val
Ser

Val
Gly

Ber
Pro
His
25

Gln
Val

Lys

Lau
Ser
25

Leu
Ser
Gly
Gly

Gln
105

Gly
Gly

Ser

Gln Ala

90

Thr Lys Val Glu YIle Lys

105

Irp
Ser
10

Ser
Ieu
Lys
Thr
val

90
Gly

Asp
Glu

Asn

PCT/US01/46587

Ila Arg
Leu Pro
Gln Ser
Gln Lys

Leu Asp
60

Asp Phe

75

Tyr Tyr

Thr Lys
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<210> 7
<211> 100
<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 7
Asp Ile Val Met
1
Glu Pro Ala Ser
20
Asn Gly Tyr Asn
35
Pro Gln Leu Leun
50
Asp Arg Phe Ser
65

-5

Thr Gln Ser Pro Leu Ser leu Pro

5

10

I)e Sar Cys Arg Ser Ser Gln Ser

25

Tyr Leu Aap Trp Tyr Leu Gln Lys

40

Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala

55

60

Gly Ser Gly Sexr Gly Thr Asp Phe

70

75

Ser Arg Val Glu RAla Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr
80

Leu Gln Thr Pro
100

<210> 8
<211> 138
<212> PRT

85

<213> Arxtificial Sequence

<220>

<223> Humanized 3D6 heavy chain variable region

<221> SIGNAL

<222> {1}...({19)

<400> 8
Met Aan Fhe Gly

Val Gln Cys Glu
1
Pro Gly Gly Ser
15
Ser Rsn Tyr Gly
30
Glu Trp Val Ala

Asp Asn Val Lys
65
Ser Leu Tyr Leu
80
Tyr Tyr Cys Val
95

Gly Gln Gly Thr
110

Leu Sex Leu Ile Pha Leu Val Leu

=15

=10

Val Gln Leu Ieu Glu Ser Gly Gly

5

Leu Arg Leu Ber Cys Alas Ala Ser

20

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

40

Ser Ile Arg SYer Gly Gly Gly Arg

50

55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

70

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

85

Arg Tyr Rsp His Tyr Ser Gly Ser

100

105

leu VYal Thxy Val Ser BSerx

115

PCT/US01/46587

Val Thr Pro Gly
15
Leu Leu His Ser
30
Pro Gly Gln Ser
45
Ser Gly Val Pro

Thr Leu Lys Ile
8o
Cys Met Gln Ala
95

Val I.-e-u Lys Gly
-5

Gly Leu Val Gln

10

Gly Phe Thr FPhe

Gly Lys Gly Leu
45
Thr Tyr Tyr Ser
60
Asn Ala Lys Asn
75

Asp Thr Ala Leu
90

Sexr Asp Tyr Txp

qu?
N,



<222> (1)...(20)

<223> humanized 3D6 light chain variable region

WO 02/46237 PCT/US01/46587
- ‘—
<210> 9
<211> 121
<212> PRT
<213> Eomo saplens
<400> 9
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Val Ser Trp Val Arg Gln Ala FPro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Sexr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Jle Sexr Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyx
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Jleu Arg Ala Glu Asp Thr Rla Len Tyxr Tyx Cys
as 90 95
Ala Lys Asp Asn Tyr Asp Phe Trp Ser Gly Thr Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 10
<211> 99
<212> PRT
<213> Homo saplens
<400> 10
Glu Val Gin Leu lLeu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Len Arg Leu Ser Cys Ala Ala Sar Gly Phe Thr Phe Ser Sex Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
a5 40 45
Ser Ala Ile Ser Gly Sex Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Rla Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Axg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Rla Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 S0 95
Ala Lys
<210> 11
<211> 132
<212> PRT
<213> Artificinl Sequence
<220>
<221> SIGHAL
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<400> 11

Met Mat Sex Pxo Ala Gln Fhe Leu

-20 -15

Glu Thr Asn Gly Asp Val Val Met
1

Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser

15 20
LIeu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr
30 35

Pro Gly Gln Ser Pro Gln Arg Leu

45 50

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
65

Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu

g0
Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro
95 100
Val Glu Ile Lya
110
<210> 12
<211> 138
<212> BERT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Bumanized 3D6 light chain
<221> SIGNAL
<222> {1})...(19)
<400> 12
Met Asn Phe Gly Leu Ser Leu Ile
=15 .
Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Leu
h 5
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser
15 20
30
Glu Txp Val Ala Ser Ile Axg Ser

50
Asp Asn Val lLys Gly Arqg Phe Thr
€5

Thr Leu '.I.'yr Leu Gln Met Asn Ser

80 85

Tyr Tyr Cys Val Axrg Tyr Asp His

95 100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
110 115
<210> 13
<211> 393
<212> DNA

<213> Mas musculus

PCT/US01/46587

- 7=

Phe Leu Leu Val Leu ¥rp Ile
-10
Thr Gln Ser Pro Leu Sar Leu
5 10
Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln
25
Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln
40
Ila Tyr Leu Val Ser Lys lLeu
55
Gly Sexr Gly Ser Gly Thr Asp
70 75
Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr
a5 90
Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr
105

variable region

Phe Leu Val Leu Val Leu Lys
-10 -5
Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vval
10
Cys RAla Ala Sex Gly Phe Thr
25

Ser Asan Tyr Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
35

. 40
Gly Gly Gly Arg Thr Tyr Tyxr
55 60

Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
70 75

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
950
Tyr S8er Gly Ser Ser Asp Tyx
105
Ser Ser

Axg
-5

Pro
Ser
Lys
Asp
60

Phe

Iyx
Lys

Gly
Gln
Phe
Lau
45

Sex

Asn
val

Trp

N
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<220>
<221> CD3
<222> (1)...{393)

<221> sig_peptide
<222> (1)...{57)

<400> 13
atg aag ttg cct gtt agg ctg ttg gta ctg atg tte tgg att cct get 48
Mat Lys Leu Pro Val Rrg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala

~-15 =10 -5

tece age agt gat gtt ttg atg acc caa act cca cte tec ctg cct gte 96
Ser Ser Ser Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
1l 5 10

agt ctt gga gat caa gcec tee atc tot tge aga tck agt cag aac att 144
Ser Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Asn lle
15 20 25

ata cat agt aat gga aac acc tat tta gaa tgg tac ctg cag aaa cca 192
Ile His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro
30 35 40 45

ggc cag tct cca aag ctc ctg atc tac aaa git tce aac cga ttt tet 240
Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Sex Asn Arg Phe Ser
50 55 60

ggg gtc cca gac agg tte agt ggc agt gga tca ggg aca gat ttc aca 288
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 10 15 .

ctc aag atc aag aaa gtg gag get gag gat ctg gga att tat tac tge 336
Leu Lys Ile Lys Lys Val Glu Ala Glu Asp lLeu Gly Ile Tyr Tyr Cys .
80 . 85 90
ttt caa ggt tca cat gtt ccg cte acg tte ggt get ggg acc aag ctg 384
FPhe Gln Gly Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu
95 100 105

gag ctg gaa 393
Glu Leu Glu .
110 .

<210> 14

<211> 131

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> SIGMAL
€222> (1)...{19)

<400> 14
Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala
-15 -10 -5
Ser Sexr Sexr Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
1 5 10
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Ser Leu
15

Yle His

30

Gly Gln

Gly val
I,au Lys
Phe Gln

95

Glu Leu
110

<210> 15

Gly Asp Gln Ala

Ser
20

Ila

Sex Cy»s

Arg

Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp

Ser Pro

Pro Asp
65

Ile Lys

80

Gly Ser

Glu

<211> 426
<212> DNA
<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS
<222> (1}...(426)

Lys
50

Arg
Lys

His

<221> sig_peptide

<222> (1)...(57)

<400> 15

atg gac

agg ctt

Met Asp Arg Leu

gte ctg
Val Leu

tce tec
Ser Ser
15

agc act
Ser Thr
30

ggt ctg
Gly Leu

aac cca
Asn Pro

aag cag
Lys Gln

tee cag
Ser Gln
p |

cag acc
Gln Thr

tct ggt
Ser Gly

gag tgg
Glu Trp

tec ctg
Ser Leu
65

gta ttc
Val Phe
80

act
Thr
=15

get
Ala

cte
Leu

atg
Met

ctg
Leu
50

aag

Lys

cte
Leu

as
Leu

Phe
Val

Val

tce
Ser

act
Thr

agt

Serx

gga
Gly
a5

gca
Ala

agc
Ser

aag
Lys

Leu

Ile

Tyxr Lys
55

40
Val

Ser Gly Ser Gly Ser

Glu

Pro
100

tca
Ser

ctg

ctg
Leun
20

gtg
Val

cac
His

cgg
Arg

atc
Ile

Ala
85
Lau

ttec
Phe

aaa
Lys

act
Thr

age
Ser

att
Ile

cte
Leu

acc
Thr
85

70
Glu Asp

Thr Phe

gag tct
Glu Ser

tgt tet
Cys Ser

tgg att
Trp Ile

tac tgg

Tyr Txp
55

aca atec
Thr Ile
70

agt gtg
Ser Val

Leu

Gly

ctg
Leu

ggc

ttc

cgt

10
gat
Aap

tee
Ser

gac
Asp

PCT/US01/46587

Ser Ser Gln Asn Ile

Tyr Leu Gln Lys

Ser Asn Arg Phe

Gly Thr

Gly Ile

950
Ala Gly
105

att gte
Ile Val

cct gga
Pro Gly
10

tct gog
Ser Gly

25

cag cct
Gln Pro

gat gac
Asp Asp

aag gat
Lys Asp

cct gea
Pro Ala
90

Asp
75
Tyx

Thr

cct
Pro

ata
ITle

ttt
Phe

tca
Ser

aag
Lys
ace

75

gat
Asp

60
Phe

Iyr

Lys

Ala
-5

ttg
Leu

tca
Ser

gga
Gly

cge
€0

tco

Pro
45

Sexr
Thr
Cys

Leu

tat
Tyx

cag
Gln

ctg
Leu

aag
Lys
45

tat
Tyx

aga

Ser Arg

act

gce

Thr Ala

418

96

144

192

240

288

336

%7
&
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aca tac tac tgt gtt cga agg ccec att act cog gta cta gtc gat gect 384
Thr Tyr Tyr Cys Val Arg Arg Pro Ile Thr Pro Val Len Val Asp Ala
85

100 105
atg gac tac tgg ggt caa gga acc tca gtc acc gtc tcc tca 426
Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
110 118 120
<210> 16
<211> 142
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> SIGRAL
<222> (1})...(19)
<400> 16
Met Asp Arg lLeu Thr Ser Ser FPhe Leu Leu Leu Ile Val Pro Ala Tyx
=15 ~-10 -5
Val Leu Ser Gln Ala Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile leu Gln
1 5 . 10
Ser Ser Gln Thr Leu Ser Lsu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Sar Leu
15 20 25
Ser Thr Ser Gly Mat Gly Val Ser Txp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys
30 . 3as 40 45
Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr
50 55 60
Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg
65 70 15

Lys Gln Val Phe I.eu Lys Ile Thr Ser Val Asp FPro Ala Asp Thr Ala

80 a5 90 '
Thr Tyr Tyr Cys Val Arg Arg Pro Ile Thr Pro Val Leu Val Asp Ala

95 100 105

Met Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
110 115 120
<210> 17
<211> 136 .
<212> DNA - [ 8
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Primer
<400> 17

tcegocaaget tgecgecace atggacatge gegtgececge ccagetgetg ggectgetga 60
tgctgtgggt gtceggetec toccggetacg tggtgatgac ceagteecccec ctgteectge 120
ccgtgaccee cggega 136

<210> 18

<211> 131

<212> DNA

<213> Artificlal Seguence

[

- g

——— v
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<220>
<223> Primer

<400> 18

ctggggggac tggccggget tctgecagcag ccagtteagg taggtcttge cgteggagte 60
cagcagggac tgggaggact tgcaggagat ggaggeggge tcgoecggggg tcacgggeag 120
ggacaggggg g 131

<210> 19

<211> 146

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 19

acctgaacty gctgctgecag aagcecggec agtcecccca gegectgatc tacctggtgt 60
ccaagctgga ctccggcgtg cccgaceget tetceggete cggetecgge accgacttca 120
cccetgaagat ctecegegtg gaggee 146

<210> 20

<211> 142

<212> DNA

<213> Artificia)l Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 20 .

aattctagga tcecactcacg cttgatctee acctiggtge cctggecgas ggtgeggggg 60
aagtgggtge cctgeocageca gtagtacacg cccacgtcoct ecggectecac gegggagatc 120
ttcagggtga agtcggtgec gg 142

<210> 21

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 21
ctggggggac tggccg 16

<210> 22

<211> 22

<212> DNA

<<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 22
acctgaactg gcotgetgcag aa 22

<210> 23
<211> 138
<212> DNA
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<213> Axtificial Sequence

<220>»
<223> Primer l
<400> 23

acagaaagct tgccgccacc atggagtttg ggctgagetg gotttttett gtggetattt 60
taaaaggtgt ccagtgtgag gtgcagctge tggagtccgg cggeggectg gtgocageceg 120
geggetecet gegeetgt 138

<210> 24

<211> 135

<212> DMA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 24

gccgecggag cggatggagg ccacccactc caggcoecttg ccgggggcct ggcgcaccca 60
ggacatgceg tagttggaga aggtgmagcec ggaggeggeg caggacagge geagggagec 120
gecgggctge accag 135

<210> 25

<211> 142

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 25

ctggagtggg tggectecat cecgetecgge ggcggccgca cctactacte cgacaacgtg 60

aagggceget tcaccatetc ccgcgacaac goccaagaact ccctgtacct gcagatgaac 120
tecetgegeg ccgaggacac cg 142

<210> 26

<211> 144

<212> DHA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 26

ctgcaaggat ccactecaccg gaggacacgg tcaccagggt geccctggece cagtagtegg 60

aggagcegga gtagtggteg tagegcacge agtagtacag ggeggtgtec tcggegegea 120
gggagttcat ctgcaggtac agqg 144

<210> 27

<211> 16

<212> DRA

<213> Artificlal Sequence

<220>
<€223> Primer

<400> 27
gecgceggag cggatg 16
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<210> 28

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 28
ctggagtggg tggectccat

<210> 29

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

19
DNA
Artificial Saquence

Primer

<400> 29
tecgecaaget tgecgecac

<210> 30

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 30
aattctagga tccactcacg cttgatctc

<210> 31

<211> 23

<212> DRA

€213> Artificlal Sequenca

<220>
<223> Primer

<400> 31
acagaaagct tgcegecacc atg

<210> 32

<211> 22

<212> DNA

<213> Artifieial Sequence

<220>
<223> Primer

<400> 32
ctgeaaggat ccactcaccg ga

<210> 33
<211> 10
<212> PRT

T4y

PCT/US01/46587 \\0'0

20

18

23

22
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> internal peptida

<400> 33
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr
1 5 10

<210> 34

<211> 402

<212> DHA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> h3iD6 veraion 1 VL

<400> 34 :

atggacatgc gegtgecege ccagctgetyg ggectgetga tgctgtgggt gteecggetee 60
tceggetacg tggtgatgac ccagteccece ctgtecctge ccgtgacece cggegagoce 120
gcctecatet cctgecangte ctecoagtce ctgetggact ccogacggeaa gacctacctg 180
aactggctge tgeagaagcec cggccagtce ccccagegec tgatctacet ggtgtccaag 240
ctggacteeg gegtgecega cegettetec gycteecgget ccggeacega ctteaccctg, 300
aagatctcec gegtggagge cgaggacgtg ggegtgtact actgctggea gggeacccac 360
ttccceoeger ccttoggeca gggcaccaag gtggagatca ag 402

<210> 35

<211> 402

<212> DNA

<213> Axtificial Sequence

<220>
<223> h3D6 version 2 VL

<400> 35

atggacatgc gcgtgeccge ccagetgetg ggectgetga tgetgtgggt gteeggetce 60
tccggegacyg tggtgatgac ccagtcecec ctgtecctge cegtgaccce cggegageee 120
gectccatet cctgeaagte ctcecagtce ctgetggact ccgacggeaa gacctacetg 180
aactggctge tgcagaagec cggccagtec coccagegec tgatctacet ggtgtccaag 240
ctggactccg gegtgeccega cegettctoe ggoctecgget ceggeaccga cttoaccetg 300
aagatctcce gegtggaggc cgaggacgtg ggegtgtact actgetggea gggcacccac 360
ttceccegea cetteggeca gggcaccaag gtggagatca ag ) 402

<210> 36

<211> 414

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
€223> h3D6 version 1 VH

<400> 36

atggagtttg ggctgagctg getttttett ghggetattt taasaggtgt ccagtgtgag 60
gtgcagctge tggagtcegg cggeggectg gbtgeageceg geggetecect gegectgtec 120
tgcgoegeet ceggettcac cttetccaac tacggeatgt cctgggtgeg ccaggeecce 180
ggcaagggee tggagtgggt ggectecate cgetcocggeg geggecgcac ctactactec 240
gacaacgtge agggccgett caccatctec cgegacaacg ccaagaacte cctgtacctg 300
cagatgaact ccctgegoge cgaggacace gecctgtact actgegtgeg ctacgaccac 360
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tacteccgget cctecgacta ctggggecag ggcaccctgg tgacegtgte ctec 414
<210> 37
<211> 414
<212> DNA

€213> Artificlal Sequence

<220>
<223> h3D6 vexsion 2 VH

<400> 37

atggagtttg ggctgagetg getttttett gtggetattt taamaggtgt ccagtgtgag 60
gtgeagetge tggagtecgg cggeggectyg gtgoageceg geggetecct gegectgtec 120
tgcgeegect ceggetteac cttctocaac tacggeatgt coctgggtgeg ccaggecccce 180
ggcaagggce tggagtgggt ggectceate cgeteecggeg geggecgcac ctactactee 240
gacaacgtga agggccgett caccatetcc cgecgacaact ccaagaacac cctgtacctg 300
cagatgaact ccctgegege cgaggacace gecgtgtact actgegtgeg ctacgaccac 360
tactcegget ccteccgacta ctggggecag ggcaccctgg tgacegtgte

<210> 38

<211> 770

<212> PRT

<213> Romo Saplens

<400> 38
Met Leu Pro Gly Leu Ala Leu Isu Leu Leu Ala Ala Trp Thr Ala Arg
l 5 10 15
Ala Leu Glu Val Pro Thx Asp Gly Asn Ala Gly Leu Leu Ala Glu Pro '
20 25 30
Gln Ile Ala Met Phe Cys Gly Arg Leu Asn Met His Met Asan Val Gln
as 40 . 45
Asn Gly Lys Trp Asp Ser Asp Pro Sexr Gly Thr Lys Thr Cys Ile Asp
50 55 60
Thr Lys Glu Gly Ile Leu Gln Tyr Cys Gln Glu Val Tyr Pro Glu Leu
65 70 75 80
Gln Ile Thr Asn Val Val Glu Ala Asn Gln Pro Val Thr Ile Gln Asn
85 90 95
Trp Cys Lys Arg Gly Arg Lys Gln Cys Lys Thr His Pro His Phe Val
100 105 110
Ile Pro Tyr Axg Cys Leu Val Gly Glu Phe Val Ser Asp Ala Leu Leu
115 120 125
Val Pro Asp Lys Cys Lys Phe Leu His Gln Glu Arg Met Asp Val Cys
130 135 140 -
Glu Thr His Leu His Trp His -Thr Val Ala Lys Glu Thr Cys Ser Glu
145 150 155 160
Lys Ser Thr Asn Leu His Asp Tyr Gly Met Leu Leu Pro Cys Gly Ile
165 170 1715
Asp Lys Phe Arg Gly Val Glu Phe Val Cys Cys Pro Leu Ala Glu Glu
180 185 190
Ser Asp Asn Val Asp Ser Ala Asp Ala Glu Glu Asp Asp Ser Asp Val
195 200 205
Trp Trp Gly Gly Ala Asp Thr Asp Tyr Ala Asp Gly Ser Glu Asp Lys
210 215 220
Val vVal Glu Val Ala Glu Glu Glu Glu Val Ala Glu Val Glu Glu Glu
225 « 230 235 240
Glu Ala Asp Asp Asp Glu Asp Asp Glu Asp Gly Asp Glu Val Glu Glu
245 250 255
Glu Ala Glu Glu Pro Tyr Glu Glu Ala Thr Glu Arg Thr Thr Ser Ile
260 265 270
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Glu
385
Lys
Glu
Gln
Glu
Leu

465
Gln

Leu
545
Glu

Vval
Gly
625

Gly

Val

Thr
val
290
Arg
Gly
Het
Gln
370
Asn

His

His
450
Asn
Ala
Val
His
Val
s30
Sar
Val
Ala
Met
Asn
610
Ala
Ala
Leu

Glu

Fhe
650

Leu Met

705
Val

Met

Thr Thr Thr

275

Cys Ser Glu

Trp Tyr Phe

Gly Cys Gly

325

Ala Val Cys

340

Glu Pro Leu

355
Thr

Glu
Arg
Gln

Phe

Pro
His
Glu
Ala

420
Gln

435 .

Gln
Asp
Val
Arg
Val
515
Met
Leu
Asp
Asn
Pro
585
Gly
Asp
Arg
Thr
Phe
675
Phe
val

Leu

Gln
Arg
Pro
Ala
500
Axrg
Thr
Leu
Glu
Met
580
Ser
Glua
Ser
Pro
Asn
660
Ala
Gly

Lys

Asp
Ala
Arg
405
Lys
Glu
Leu
Arg
Pro
485
Glu
Met
His
Tyr
Leu
565
Ile
Leu
Phe
val
Ala
645
Ile
His
Glu
Gly

Lys
725

Thr
Gln
Asp
310
Gly
Gly
Ala
Ala
His
390
Met
Asn
Lys
val
Arg

470
Arg

Gln
val
Leun
Asn
550
Leu
Ser
Thr
Ser
Pxo
630
Ala
Lys
Asp
Asp

Val
710

Lys

- 16~

Thr Thr Glu Ser Val Glu

Ala
295
Val
Asn
Ser
Arg
val
375
Phe
Serx
Leu
val
Glu
455
I.au
Pro
Lys
Asp
Arg

535
val

280

Glu Thr Gly Pro Cys

300

Thr Glu Gly Lys Cys

Arg Asn

Ala Mot
345
Asp Pro
360
Asp Lys

Gln Lys
Gln Val

Pro Lys
425

Glu Ser

440

Thr His

Ala Leu

Arg Ris

Asp Arg
505

Pro Lys

520

val Ile

Pro Ala

Gln Lys Glu

Glu
Glu

Pro Arg
585

Thr Lya
600

Leu Asp Asp

‘615

Ala Asn Thr

Asp
Thr
Ser
val
695
Val

Gln

Arg Gly

Glu Glu
665

Gly Tyr
680

Gly Ser
Ile Ala

Tyr Thr

Asn
330
Ser
Vval
Tyr
Ala
Met
410
Ala
Leu
Mot
Glu
val
490
Gln
Lys
Tyx
Vval
570
Ile
Thr
Lau
Glu
Leu
650
Ile
Glu
Asn
Thr

Sex
730

315
Phe Asp

Gln Ser
Lys Leu
Leu Glu

380

Lys Glu
395

Arg Glu
Asp Lys
Glu Gln

Ala Arg
. 460

Aan Tyr
475

Phe Asn
His Thx

Ala Ala

Glu Axg
540

Ala Glu
555
Asn Tyr
Ser Tyx
Thr Val
Gln Pro
620
Aan Glu
Thxr Thr
Ser Glu
Val His
Lys Gly
700
Vval Ile

Ile His

PCT/US01/46587

Glu Val Val Arg

285
Axg

Ala
Thr
Leu
Pro

365
Thr

Trp
Lys
Glu
445
Val
Ile
Met
Leu
Gln
525
Met

Glu

Ala
Pro
Glu
Leu
350
Thx
Pro
Leu
Glu
Ala
430
Ala
GIu
Thr
Len
Lys
510
Ile
Asn

Ila

Met Ile

Phe Pha
320

Glu Tyr

335

Lys Thr

Thr Ala
Gly Asp
Glu Ala

400
Glu Ala

415
Val Ile

Ala RAsn
Ala Met
Ala Leu

480
Lys Lys

495
His Phe

Arg Ser
Gln Ser

Gin Asp
560

Ser Asp Asp Val

575

Gly Asn Asp Ala

Glu
605

Trp
Val
Arg
Val
His
685
Ala
Val

His

590

Leu

Bis

Glu

670
Gln

Ile
Ile

Gly

Leu Pro

Pro Val

640
Gly Ser
655

Met Asp
Lys Leu
Ile Gly
Thr Leu

720

val Val
735

Y 3
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Glu Val Asp Ala Ala Val Thr Pre Glu Glu Arg His Leu Ser Lys Met

740 745
Gln Gln Asn Gly Tyr Glu Asn Pro Thr
753 760
Gln Asn
770

<210> 39

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>
<223> Primers

<400> 39
acttatatet gtttt

<210> 40

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 40
acttatacac tttgt

<210> 41

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 41
acttatgttc attat

<210> 42

<211> 16

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 42
acttatgcce attgtt

<210> 43

<211> 15

<212> DNA

«213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

750
Tyr Lys Phe Phe Glu Gln Met
765

15

15

5

16

2
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<400> 43
acttatatat attgt

<210> 44

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
€223> Primers

<400> 44
acttatgkyy attg

<210> 45

<211> 15

<212> DNA

<€213> <213> Artificial Sequence

<220>
<€223> Primers

<400> 45
acttatgtat acayw

<€210> 46

<211> 15

<212> DNA

<213> <213> Arxtificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 46
acttatggect ymtct

<210> 47

<211> 13

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primsrs

<400> 47
acttattcee att

<210> 48

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 49
acttatatgt tctc

15

14

15

15

i3

14
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<210> 49

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Seguence

<220>
<223> Primers

<400> 49
acttatacce attt

<210> 50

<211> 11

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primars

<400> 50
ggacggttgg g

<210> 51

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 51
acttataggg tttt

<210> 52

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequencs

<220>
<223> Primers

<400> 52
acttatgggr tttt

<210> 53

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 53
acttatatgt agtt

<210> 54

<211> 13

<212> DNA

€213> <213> Artificlal Sequence

- 19~

PCT/US01/46587

14

11

14

14

14
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<220>
, €223> Primers

<400> 54
acttatatgt gtt

<210> 55

<211> 15

<2]12> DNA

<213> <213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 55 *
acttatacgt atttt

<210> 56

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 56
acttatetts tttg

<210> 57

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequencs

<220>
<223> Primers

<400> 57
acttatrggg tttt

<210> 58

<211> 13

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primars

<400> 58
acttatgttt ttg

<210> 59

<211> 15

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

PCT/US01/46587

/2?§

13

15

14

14

13
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i
<400> 59
acttatmgtg mtttt 15

<210> 60

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 60
acttatggtec tctt 14

<210> 61

<€211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 61
acttatatgt tttt ) 14

<210> 62

<211> 14

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 62 :
acttattttyg ttat 14

<210> 63

<211> 11

<212> DNA

<213> <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primers

<400> 63
ggacgggaca g
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2. Has been signed by: DAVID DOYLE
3. Acting in the capacity of NOTARY PUBLIC
4. Bears the seal/stamp DAVID DOYLE.
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TELEPHONE 020-7637 9893 » TELEFAX 020-7637 5604
E-MAIL consuico@consulea . demon.co.uk

El suscrito Consul General de Colombia en Londres, vistos los documentos presentados
antc este Despacho,

CERTIFICA

Que, DAVID DOYLE, Notario Piiblico de la Isla de Bermude, autentico la firma del
documenta preccdente y su firma se encuentra certificada por JENIFER M
RATTERAY, Oficial de la Gobernacién de la Isla de Bermuda, firma que se encuentra
icgalizada por J. GARBRAH, Oficial del Ministerio de Relaciones Exteriores Britdnico,
firma que a su vez se encuentra registrada en este Consujado General.

Que, NEURALAB LIMITED es une Sociedad constituida, organizada y existente en
la Isla de Bermuda y que cumple con su objeto social de acuerdo a las leyes de esas

Islas.
Que, KEVIN INSLEY, en su calidad de Representante Legal de la mencionada

Sociedad, debidamente autorizado, otorga el Documento precedente y su firma se
encuentra autenticada por DAVID DOYLE, Notario Publico de 1a Isla de Bermuda.

El Coénsul General no asume responsabilidad por el contenido del mencionado

documento.
Dado en Londres, Inglaterra, Gran Bretaila, a los siete (07) dias del mes de Juni rge dos
mil (2000). HE=R
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1L tv- 00750 LV

For pateats, utility models, industrial designs, trademarks M\

:‘ggghnc’: . . i commercial names, trade embiems, slogsas, licenses.

0 SIS

.a‘;?f:c ‘c:t::l’u Para patentes, modelos de utllidad, disefios lndustrinles
marcas de f{dbrica, nombres comerciales, ensefa:
lemas comerciales, licenclas.

- “~N
REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND
- POWER OF ATTORNEY

1 {wa), the undarsigned/Yo (nosotros), sbajo firmado (s)
. NEURALAE LIMITED

ofdornicilado (s} en __102 St.

Jamps Court

Plotts, Saiths, FLOA

porel presents nombramos z EMILIO FERRERO, tpa. 31929: GONZALQ
PERDOMO. tpa. 331; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, wpa 133353 y
GERMAN CAVELIER, tpa. $12, damieiliados en la Carvern 4° N* 72-35,
Bogous, Colombia, en obedecimienton lo dispuesto en ef parigrafo 1* del
Articuto 543 de) Cadigo de Comercio, ¢l primero como principal v los
demss camo suplentes, en su arden, eoma mig (ruestros) representances en
todos los asmtos d¢ propieded indusrial con faculiad para recibir
notificacionss y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer
represermnte suplente reemplazard al principal en caso de susench o
impediments temporal o definitivo de squél. La misma regle se aplicarl
cuando el szgundo representants suplents haya de reemplazar al primero,
o ¢ lereero al segundo. En tiles casos, ¢l representante principal, o ¢l
primero, o segundo suplents, ext su casa, 0 embos, declararin su inteacida
de no ejercer la representocidn mediante decturcidn auwnticada por
Notario Pablico ¢n Colombia, o par Notario u otra Fuacionario Piblico,
o0 Cénsul de Colombiu, en el extranjern; y si s¢ ramsre de impedimento. con
et cenlficxio respectivo, 5i alguno dg los nombmdos faloyre
definhivamente, ef sigubente Wenard su lugar. Cusndo cesare [a suseneia o
impedimento del representante principal, o de su primero o segundo
suplentes, en su caso, podrdn gjercer lo representacidn, en su orden. wno u
mulhdmmmwehweluhmhmm:n
ese momento e ejercicio de la representacidn por el primero, segundo o
tercer suplente ea su cps0. |
Ademis, conficra (ml'ﬂmm) poder alos abopdos arriba nombridos,
para obtener |3 proteccion de mi (nuestra) propiedad industriol y conta In
competenciadesleal, a cuyo ¢feelo autorizo (amos) alosdichos apoderados
PO7E que me (m) represcnten Ange cuslepquicra entidades o personas,
s<jerzan b no jurisdiccida; qnmlmeme ante [as del orden administrativo,
contencioso-adminisuativo y Judmal adl como_Joz pihunales de
arbitrzmento, en todo le concerniente 3 fos” suuumes suntos: 2)
Obteneidn de patentes de Invencidn, moddos de wtilidad y disedos
industrialer; ¢l registro de marcas de fidrica. colectivas, defensivay, €e
,servigio, lemas comerciales.- nomboes comerciales,. enseflax; variedades
vegetlesy dinonl:nmmdug L rengvacidn, lmpua eambiade
nombre o dotnicilia, cancelacin voldntaria: y el nmm de ficencias de
uso de csa3 derechos: b Las seciones de competencia desteal, protcceidn
del consumidar, oposiciones u abservaciones, cancelacidn sdministrtiva
¥ judicial, nulidad, medidas caytelares, concesidn de licencias, latutels, la
proteceidn de seeretos indusriates, ¥ en generat los juicios civiles, penafes,
administratives o contencioso-adminisuxtivos relacionados con ekos
derechos; acciones ¥ proceitd UE Promovamos o S¢ pos promuevas. Y
para que en todos los asunios wriba determinados, putdan susiituir exic
mandato, Lansigir, concilinr, admitir loa hechos del proceso, desis:ir,
cancelar, recibir, reauncisr, y ratificar los actos de agentes oficiosos.

Given and signed thisDado y firmado hoy _/

in due compliance with the terms of paragraph st of srticle 343 of the
Commercial Code, do hereby nppoint EMILIO FERRERO, tpa, 51929;
GONZALQ PERDOMO, tpa. 83%; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ. 12
33333 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Curera 4° N°
72-3, Bogoud, Colombis, the first as principal and the others as alt=matzs,
fn the order of sheir appointment, a3 our vepresentatives for all industrial
= property martters with faculty o receive nocifications and 1o appoine
auorncys in and out of Cowrt, The first alternate shall replaee the prizcipal
in case of hig sbsence or of emporal or definitive imptﬂimeul. The same
rule will apply when the sccond alternate representative is to replace the
first one, or when the third is ro replace the first or sccond al:smatzs in
their tum, or both of them, second. In such cases, the principal
represencative, ar the first or second slternares in their turn, or both of
them, shall state their inteation not W act as representatives through a
declarston given before s Noary Public in Colombia, or before 2 Notary
or another Public OtTicial or a Colombian Consul abroad; and in case of
Impediment, the appropriate certificate shall suffice. [f any of the
appaintees were to be definitely absent, the following aliernate shall ke
his place. When the absence or impediment of the principal represeniative,
or ol the first or second alvernate in their turn ceases, the reprageniation c2n
be taken again in their sequence, by the principal, the firs or second
alemae dep:ndm; on case, and the mere fact or its exercise will suffics.
The exercise of the rquu:nmon by the first; second or third aliernazes in
theif turn shall end at such time. "
In addition, we grant & Power of Attomey in favor of the above-named
anomeys-at-law so thar they may obtain the protection of my (our)
industrial property and mnﬂ the ynfajr competition, for which purpose
I (we) suthorize the said 3 :mmm w represent me (us) befors aay
authorities or persons, with or>without jurisdiction, speciplly “those
administrutive, administeative contentious and judicial, as well as befors
Arbitration Court, in all macters coaceming the foliowing: a) Obtinment
of pasents, utility models and uu!u:lml dn:yu; the regigration of
trademazks, otlective, defmnu and service mtl:s. shnp:. commercial
names, trad¢ emblems,” vegeul varicties and dmmums.of arigin: it
renewal. assignment. change of nare or domicite, volintisy chnceliation;
and the registration of licenses of nse of the above rights; b} Actions of
unfair competition, protection to the eonpumer, oppotitions of
observations, administrative 'or Court cancellatian, aullity, infringzmeat,
granting of licenses, the action for writ mandamus, the protection of vale
secrets, and in gencral the eivil, penal, and edminisuwative suits relaciag 10
thase rights: actions and suis institued by me (us) or against m= (us). And
that in afl e above matrers they may subsiitule this Power of Arorecy,
compromise, conciliate, admit the (acw af the eage, desisy, caneel, receive,
resign, and ratify scts donc by representatives without 8 power of stormey.

'““’“...::.m.........,.w-'&
'-l{ - . |\.-"- -
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® CAVELIER ABOGADOS
WPPODERS-181 (MINUTA N° 12.1.0,2.8 USA)
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c:lg'mcmo NOTARIAL (INDIVIDUQ)
de 200

'A.!o Emdelmud» __

. =.1u mi, Norrio Publico de

comparecié{eron) perionalmente

8 quicn{es) doy fe de conocer y me consta que &3 (son) lafs)
persona(s) firnante(s) del documento que precede, y qulﬂl(es)
tiene(n) capacidad legal para atorgario.

CERTlFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
Hoy. ,& yd= ﬁ, M >

Somparecileny) “& in laslem

a quiin{es) conozeo pessonalmente y que firmaln) este documento
en representacidn de la Sociedad/compadla

DA

H
P

ded00 7
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2. Que dichos documentos prueban lo siguicnte:
21.que_TNEURA a3 LimiteD

3 una Sociedad Compadla legalmente constituida y exiswente
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TRADUCCION OFICIAL 07772000 REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA.
TRADUCTOR OFICIAL, AUTORIZADO POR RESOLUCION 541 DEL MINISTERIO DE
JUSTICIA DE FECHA 27 DE FEBRERO DE 1976 Y DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE
EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE COLOMBIA.

DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y EN ESPANOL MEDIANTE EL CUAL NEURALAB
LIMITED, EMPRESA DOMICILIADAEN 102ST.JAMESCOURT,FLATTS, SMITHS. FLO4,
BERMUDA OTORGA PODER A EMILIO FERRERO, TPA 31929, GONZALO PERDOMO,
TPA 831, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, TPA 23555 Y A GERMAN CAVELIER, TPA 832.
OTORGADO Y FIRMADO HOY 16 DE MAYO DEL 2000 POR KEVIN INSLEY, VICE-
PRESIDENTE.

CERTIFICADO NOTARIAL DE FECHA 16 DE MAYO DEL 2000 PARA CERTIFICAR LA
COMPARECENCIA DEKEVIN INSLEMPARA OTORGARESTE PODER, SUCAPACIDAD
PARA COMPROMETER LA EMPRESA NEURALAB LIMITED, LA EXISTENCIA LEGAL
DE DICHA EMPRESA Y SU DOMICILIO. EXPEDIDO EN HAMILTON, BERMUDA, HOY
16 DE MAYO DEL 2000, FIRMADO DAVID ] DOYLE, NOTARIO PUBLICO,
COMISIONADO DE JURAMENTOS. DOS ESTAMPILLAS CANCELADAS DE BERMUDA
APOSTILLA ( Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

AN dtd 38\ notdrio

£ 02 JUL 2003 ¢ §

1. Pais: El Reino Unido, con respecto a Bermuda

Este documento piiblico ha sido firmado por David Doyle, q

Ailuda

N

publico, lleva el sello/firma de David Doyle, notario piblico de

Certificado en Bermuda el 16 de mayo del 2000, por el gobe r Wbﬁﬁy’ﬂm&,ﬁﬁe‘l’éde fas

T 5T T N a et

Islas Bermudas o Somers o por cualquier miembro de su persongl, que firma a su nombre y

empleando su sello oficial. Niimero 2015. Sello realzado colgc re estrella plastica de color
rojo. Firma: Jennifer M Ratteray, a nombre del gobemador y §omandante en jefe.

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

NUMERO D 619642. Fecha 5 de junio del 2000. Este documento lleva la firma/el sello de J M

Ratteray, quien actua en calidad de miembro del personal asesor del Gobernador y comandante en

jefe de Bermuda. Firmado por J Garbrah.

Pédgina -1-
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Sello: Oficina Extranjera y de la Comunidad, Londres

A nombre del secretario de estado principal de su majestad para asuntos extranjeros y de la
comunidad.

La firma y cargo de David Doyle, la existencia de la empresa Neuralab Limited y la calidad de
Kevin Insley, representante legal de dicha firma se encuentran autenticados mediante diligencia
del 7 de junio del 2000 por el Consulado General de Colombia, mediante certificacién #06/0807
Firmado: Jaime Lozada Perdomo, cénsul general. Sello: Consulado Generalde Colombia, Londres

La firma y funciones de Jaime Lozada se encuentran autenticados mediante diligencia # 284151

del 20 de junio del 2000 por el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia. Firmado: Jefe
de legalizaciones, Santafé de Bogoté, D.C.

Colo: 12184-801-001-7. ID 1398

Bogot4, 29 de junio del 2000.
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PCT/US01/46587

: PA(ENT COOPERATION TREATY’ 7
, From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To:
NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE MANDRAGOURAS, Amy, E.
Lahive & Cockfield, LLP
(PCT Rule 92bis.1 and 28 State Street
* Administrative Instructions, Saction 422) Boston, MA 02109
. ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Dats of mailing [day/monthiyesr)
29 May 2002 (29.05.02)
Applicant’s or sgent’s file reference
ELN-002PC IMPORTANT NOTIFICATION
international apphcation Na. Internstional filing date (day/monthyear)
PCT/US01/46587 06 December 2001 (06.12.01)
1. The following indlostions sppeared on record concerning:
IE the applfcant | D the Inventor D the agent D the common representstive
Name and Address State of Nltiomﬁtv State of Residence
-
Telephone No.
Facsimile No.
bTolem'lmor No.

2 The International Bureau hereby notifies the appHcant thet the following change has been recorded conceming:
m the person D ths name D the address D the nationality [:I the residence

Name and Address State of Nationality Stats of Residence
WYETH us us
Five Giralda Farms =
Madison, NJ 07940 Telsphone No.
United States of America
™ Facsimile No.
Teleprinter No.

3. Further observations, If necessary
The applicant identified in Box 2 has been added to the records as an applicant for all

designaged States except US.
4. A copy of this notification has been sent to:

[ZI tha recsiving Office D the designated Offices concemad
[Zl thea intearnational Searching Autharity D the alected Offices concernad
D the Intarnational Preliminary Examining Authority D other: RE
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombattes
1211 Geneva 20, Switzeriand
Faosimile No.: (41-22) 740.14.36 Telephone No.: {41-2

Form PCTAB/308 (March 1054)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT
To:
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
kﬂi VEH:ngEEKEI{EIi-E’ IA':"': E THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
. g ’ OR THE DECLARATION

28 State Street
Boston, Massachusetts 02109
UNITED STATES OF AMERICA (PCY Fula 44.1)

; £ FEga
DOCHE i}.ﬂ

100, ] Date of mafiing
MM (dayfmontvyear) 1710472003
Applicart's or agent's fle referenca .
ELN-0D2PC FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below
Intemational application No. international filng date
PCT/US 01/ 46587 (deymonthysar)  06/12/2001
Apglicant

NEURALAB LIMITED

1. m The epplicant is harsby notified that the Intemational Search Report hns.bun established and is ransmitied herewith.
Fling of amendments and statement under Arlicle 18:
The epplicant ls entitlad, if he 80 wishes, to amend the claime of the Intemational Appfication (see Ruls 48):

When? The time Imi for fling such amendments is normally 2 months irom the date of transmittal of the
international Search Report; however, for more detalls, ses the notes on the accompanying sheel.

Where? Directly tothe International Bureau of WIPO
34, chamin das Colombaties
1211 Geneva 20, Bwitzerland
Fascimile No.: (41-22) 740.14.35

For more detailed Instructions, see the notes on the accompanying gheet.

2 D The applicant Is haraby notified that no intemational Search Report will be establiished and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect i3 tranamitted harewith.

a I:I With regard to the protest against payment of (an) additional fea{s) under Rule 40.2, the applicant Is notified that:

D the proteat togathar with the decislon thareon has baen transmitted to the Intemational Bureau togather with the
applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon lo the designated Olfices.

D no declalon has been made yot on the protest; tha applicant will ba notified as soon as a decision is made.

4. Further action{s): The applicant is rominded of the following:

Shortly aftsr 18 months from the priority dute, the intemetional agpfication will be published by tha Intemational Bureau.
[t the epplicant wishes to avold ar postpone publication, & notice of withdrawal of the intemational applicatian, or of the
priority claim, must reach tha international Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectively, balora the
compietion of the technical preparations for Intematlonal publication.

Within 19 months irom the priority date, a dernand for intemational preliminary examination must ba fled I the applicant
wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority date (in some Oifices even Ialer).

Within 20 months from the priority date, the applicant must perform the prascribed acts for eniry into the national phase
before all designated Officea which have not been slectad in the demand or in a later el

priority date or could not be elected because they are nof bound by Chapter Il ., ,.§.._ RECEI D
:' n-’ 3 i: - TRF ¥ e b

Name and mafing address of the Intemational Searching Authority | Authorized officer
" a Evropean Patert Office, P.B. 5818 Patentiaan 2

j Q) ?'5*(33‘1";5’)% Tx. 31 651 eponl, Ms G.1 ﬁ? R.2 4 2003
o |

Fax: (+31-70) 340-3018

Form PCTASA/220 (July 1988) FORWARDED:_2|




NOTES TO FORM PCT/ASA/220

These Notes are intended o give the basic instrucions conceming the filing of amendments under article 19. The
Notos are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Hewmlunu and the Administrative Instructions
under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For mare
datalled Information, see also the PCT Applicants Guida, a publication of WIPQ.

In thesa Notss, "Asticle”, "Rule”, and “Seclion” refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative Instructions, n:pecnwly.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

Thea applicant hag, afier having recaelved the intemational search report, one opportunily fo amend the claims of the
Intemational application. It should hawever be emphasized that, since all parts of the intemational application (claims,
description and drawings) MJheamardod during the international prelminary examination procsdure, there ks usually
nnnndlollla claims under Article 10 axcept whorg, 0.g. the eppiicant wants the latter ta be pubfished

the purposes of provislonal protoction or has another reasan for ummdquhllu clalms before Intemetional publication.
Fuﬁnmn.hdwﬂhmptuahodhlpmbbﬂm n ia avaliable in some States only.

What paris of the intemational appiication may bs amended?
Under Article 19, only the clalms may be amended.

During the intamational phase, hdmmmyuhobomﬂed(orhrmrlmmd)undermmhehre
the Intemational Preliminary Examining Authority. The dascription and drawings may only be amendad under
Article 34 bafare the Intamational Examining Authority.

muumuomlplm-npamomummﬁon-l tion may be amended under Articie 28
Upon entry sppiication may

or, where
When? \Mlhln2munlmfmmﬂndabdmnlhinlﬂnlmmh1almldluponw1srmmt-|‘mmlhaprlomy
date, whichever time Ilmit expiras latar. It should be nated, however, that the amendments will be considered

ashavlnnheun receivad on time If they are received by the Intemational Bureau after the expiration of the
ml:)l.lmIinubmbefomhoomphﬂonoﬂhewdmhlpmpmuﬂmhrhumuﬂmalpubhﬂm

Whers not 1o file the amendmenta?

The amendmanis may only be fiied with tha International Bureau and not with the receiving Offics or the
International Semli'lg Authoddly (Rule 48.2).

Where a demand for intsmational preminary examination has been/is filed, ase below.

How? Elther by cancelling ons or more antira claima, by adding ane or mara new claims or by amending the taxt of
one or more of the clalms as filad.

A replacement shast must be submittad for each shest of the claims which, an account of an amandment or
amendmants, differs from the shest originally filed.

Al the claims appearing on a replacement sheet must be numbered In Amabic numerals. Whers & claim is
cancelled, no renumbering of the othar clalms is required. In all casee where claims are renumbened, they must
be renumbered consecutively (Adminisirative Instructions, Section 205(b)).

The amendments must be made In the languags In which the intermational application |3 to be published.

What documents mustmay accompany the amendmanta?
Letter (Section 205(b)):
The amendmants must be submitted with a letter.

The letter will not be published with the intemational application and the amendad claims. It should not be
confused with the "Statement under Article 18(1)" (see befow, under "Statsment under Article 19{1)").

The letter must be In English or French, at the choice of the applicant. Howaver, If the languags of the

international application Is Engiish, the letter must be In Engfish; It the Ilngunge of the Intemnational application

ts Franch, the latier must be In French.

Notes to Form PCTNSA/220 (first sheat) (July 1998}




NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The lettar must indicate the differences betwesn the claims as fled and the clalms as amended. It must, in
particular, Indlcale, in connection with ezch cialm appearing in the Intemational appllcation (it being understood
that identical indications conceming several claims may be grouped),whether

(d thoclaim is unchanged;

() the claim s cancelled;

(W) tha clalm s new;

{iv) the claim repiaces one or mars claims as fled;

(v) the claim Is the result of the division of a clalm as fled.

Tha following examples lllusirate the manner in which amendments must be explained In the
sccompanying lefter:

1. {Where odiginally thare were 48 claims and after amendment of soms clalms thare are 51):
“Claims 1 t 20, 31, 32, 34, 35, 37 to 48 replaced by amanded clalms bearing the same numbers;
claima 30, 33 and 38 unchanged: new claims 49 1o 51 added.”

2. [Where orginally there were 15 claims and after amendment of el clalms there ara 11];
*Claims 1 %o 15 replaced by amended claims 1 t0 11."

3. [Where origlnally thera ware 14 claims and the amendiments consist in cancalling some claims and In adding

new claims):
“Ciaims 1 t0 8 and 14 unchanged; claims 7 to 13 cancelled; new clalms 15, 16 and 17 added.” or
“Claims 7 to 13 cancellod; new clalms 15, 16 and 17 added: all other claims unchanged.”

4, various kinds of amandmants are made}: .

1-10 unchanged; claima 11 to 13, 18 and 18 cancelied; ctalma 14, 15 and 18 replaced by amended
claim 14; clalm 17 sutxiivided [nto amended claims 15, 16 and 17; new clalma 20 and 21 added.”

“Statement under article 18(1)" (Rule 46.4)

The amendments may be accompanied by a stalement axpialning the amandments and indicating any impe=t
that such lrr)nndmonh might have on the description and the drawings (which cannot be amended under
Aticle 19(1)).

The staternant will be published with ihe international application and tha amanded claims.
It must be In the language In which the International application Is to be published.
It must be brisf, not exzeeding 500 words if In English or if translated into English.

It should not be confused with and does not raplace the letter indicating the diifsrences between the claims
as filad axi as amendad. k must be filed on a seperate sheet and must be identified as such by a heading,
praferably by using the words “"Statement under Asticls 19(1)."

& may not contaln any disparaging comments on the intamational aearch report or the relevance of citations
contained In that report. Referenca to citations, relevant to a given clalm, contginad In the Intemational search
report may be made only in connaction with an amendment of that clalm.

Consequencs if a demand for internstional prefliminary sxamination has siready been filad

if, at the ime of fling any amendments and any accompanying atatemant, under Articls 19, a demand for
International prefiminary examination has airsady been submitted, the applicant must preferably, al the ime ol
filing the amendments (and any statement ) with the Intamational Bureau, also file with the International
PreBminary Exarnining Authority & copy of such amendments (and of any statament) and, where required, a
tranalation of such amendments for the procedure before that m:%ee Rules 55.3{a) and 62.2, first
sentence). For further information, sea the Notas to the damand form (PCTAPEA/401).

Conaequance with regard to transiation of the International application for entry Inio the national phase

The appiicant's attention Is drawn 10 the fact that, upon entry into the national phase, a translation of the
chaims as amended undar Article 19 may have to be fumishad to the designated/alected Offices, instead of, or

In additien to, the ranslation of the claims es fliad.
E:r Ic’ﬁ:rlhcr detafls on the requirements of each designated/elected Otfice, see Volumz I of the PCT Applicant’s

. — - - - - - P T

Notes to Form PCT/ISA/220 (second sheet) (July 1898)




PATENT COOPERATION TREATY &
\

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Appiicant’s or agents file reference FOR FURTHER s5ee Notification of Transmitial of intematonal Search Raport
(Form PCTASA/220) as well as, where applicable, ilem 5 balow.

ELN-002PC ACTION -

international apphication No, Imtemational fiing date (daymantiVyear) (Earllest) Priority Date (dayfmontivysar)

PCT/US 01/ 46587 06/12/2001 06/12/2000

Applicant

NEURALAB LIMITED

This Intermational Search Report has been prepared by this Intemational Searching Authority and is tranamitted to the spplicant
saccording to Article 18. A copy ks being transmitted to the International Bureau. ad

This Intemational Seerch Report consists of a total of 9 shoets.
It Ia also eccompanled by a copy of each prior art document cited In this report.

1. Dasis of the report

®. With regard to the language, the intemnational search was canied out on the baals of the intemational application In the
language In which it was flled, unless otherwiss indicated under this item.

[[] theintemational ssarch was caried out on tha basis of a ransiation of the intsmationa appiication furniehed to this
Authorty (Rute 28.1(Db)).
b. With regard to any nucleotide and/or amino acld sequence discioaed in the international application, the intemational search
was carmiad out on the basis of the sequence listing :
contalned In the intemational application in written form.

filed together with the Intemational applcation In compwter readable form.
fumiahed subsequantly to this Authority in writlen form.
furnishad subsequently to this Authority In computer readble form.

the statement that the subssquently fumished written sequance lsting does nat go beyard the disciosure In the
internationul application as fded has been fumished.

mn ;mmom that the information recorded In computer readable form la idantical 1o the wiiiten sequence lsting has bean
mi

Cortaln claims wers found unsearchable (See Box I).
Unity of Invention Is Jacking (see Box ).

MY O O00D0ORR

4. With regard to the title,
[X]  the text s approved as submitted by the eppéicant.
[] thetsxt has been astablished by this Authority o read as follows:

5. With regard to the abstract,
the taxt is approved as submitted by the epplicant.
[:I the text haa bean estabfished, according to Rule 38.2(b), by this Authority as  appears in Box [il, The applicant may,
within one month from the date of mailing of this Intermational search report, submit comments to this Authority.
8. The figure of the drawings to be published with the abstract Is Figurs No. -
D ma auggested by the applicant. m None of the figures.
D becausa the appiicant falled to suggest a figure.
[J vecsuse tnis figure betier characterizas the invention.

Form PCTASA/210 {first sheet) (July 1998)



Imernational apphlm
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US 01/46587 L
\
Box} Obgervations where certain claims were found unsearchable {Continuation of tem 1 of first sheet)

This intemnational Search Report hag not baan estabfishad In respect of certain claime undar Articie 17(2)(a) for the following reasona:

1. [x] ciaims Noa.:
because they relate to subject matier not required to be searched by this Authority, namety:

Although claims 58-61,133-136 are directed to a method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. [X7] Ctaima Noa.: 69,70,144,145
boumohwulahbpamolmalmonallmll

Appiication that do not comply with the prescribed requirements fo such
an extent that no meaningiul inlernational Search can be carted out, speciically:
see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

a Claims Nos.:
D because they are dependant claima and are not drafted in accordance with the secorxd and third sentences of Rule 6.4(a).

Box I Observations where unity of Invention |s Jacking (Continuation of liem 2 of flrat saheet)

This Intemational Searching Authority found multipie Inventions in this intemational apphication, s follows:

see additional sheet

1. II] As all requirad edditional search fees were timely pald by the applicant, this Intemational Seerch Repart covers all
saarchabie clalms,

2. D As 8l searchabla claime could be searched withowt affost ustifying an addiional faa, this Authority did not invite payment
of any addiional fea,

3, D mmmmmommmdwmumhnmnmmawuwmmnmmmsmnopm
covers only those claims for which fees were paid, specifically claima Noa.

4. D No required additional search faes were timely paid by the applicant. Oumqmﬂy.lrillmmﬂumlsgnr:hnepoﬂla
restricted to the invention first mentioned In the claims; it ia covered by claimg Noa

Remark on Protest D The sdditional search lses were accompenied by the applicant’s protest,

m No protest accompanled the payment of addttional search fees.

Form PCTASA210 (continuation of first shast (1)) (July 1608)
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Invemational Appfication No. PCTAIS 01 A6587

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. Claims: 1-83,138-141,155,156 (compYete) 149 (partially)

Humanized immunoglobulin (Ig) 1ight chain and heavy chain
comprising (i) variable region compiementarity determining
regions (CORs) from 3D6 Ig 1ight and heavy chain variable
regions sequence set forth as seq ID. 2 and 4 respectively,
and (11) variable framework region from a human acceptor Ig
1ight and heavy chain, provided that at least one framework
residue is substituted with the corresponding amino acid
residue from the mouse 3D6 1ight and heavy chain variable
region sequence. Furthermore, the subject matter comprises
the related products and methods: chimeric Ig comprising
CORs from 3D6 Ig or antigen binding fragment thereof,
comprising a variable heavy and 1ight chain (set forth as
seq. ID 8, 12 and seq. ID 5,11 respectively), humanized
antibody, method of preventing or treating an amyloidogenic
disease and Alzheimer in patients, pharmaceutical
compositions comprising said Ig, isolated polypeptide or
fragments (as referred to in claims 63-66), a variant of
said polypeptide, nucleic acid, vectors and host cells to
encode and produce said Ig, method to produce said Ig.
Method for fdentifying residues amenable to substitution in
a humanized 3D6 variable framework region and use of the
;ari?ble sequence to produce a three dimensional image of
D6 Ig.

2. Claims: 84-137,142-148,150-154,157,
158 (complete) 149 (partiaily)

Humanized immunoglobulin (Ig) 1ight chain and heavy chain
comprising (1) variable region complementarity determining
regions (CDRs) from 1005 Ig 1ight and heavy chain variable
regions sequence set forth as seq ID. 14 and 16
respectively, and (i1) variable framework region from a
human acceptor Ig 1ight and heavy chain, provided that at
least one framework residue is substituted with the
corresponding amino acid residue from the mouse 10D5 light
and heavy chain variable region sequence. Furthermore, the
subject matter comprises the related products and methods:
chimeric Ig, humanized antibody, method of preventing or
treating an amylofdogenic disease and Alzheimer in patients,
pharmaceutical compositions comprising said Ig, isolated
polypeptide, a variant of said polypeptide, nucleic acid,
vectors and host cells to encode and produce said Ig, method
to produce said Ig. Method for identifying residues amenable
to substitution in a humanized 10D5 variable framework
region and use of the variable sequence to produce a three
dimensional image of 10D5 Ig.
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International Appfication No. PCTAS 01 A6587

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA 21(

Continuation of Box I.2

Claims Nos.: 69,70,144,145

Present claims 69,70,144,145 relate to an extremely large number of
possible products. In fact, the claims contain so many possible variants
that a lack of clarity (and/or conciseness) within the meaning of Article
6 PCT arises to such an extent as to render a meaningful search of the
claims impossible. Consequently, the search has not been carried out.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
is advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority is normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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.Ft  ceiving Office use only

PC\ '

Intemational Application No.

REQUEST

Intermnational FilillDale

The undersigned requests that the present
intemational application be processcd
according to the Patent Cooperation Treaty. Naune of recciving Office and “PCT Intemnational Application”

o

Applicant's or agent's file reference:
(if desired) (12 characters mazimum) ELN-002PC

Box No.I TITLE OF INVENTION
HUMANIZED ANTIBODIES THAT RECOGNIZE BETA AMYLOID PEPTIDE

Box No. I1 APPLICANT

Name and address:  (Family name foliowed by given name; for a legal entity, full official :
desigration. The addrexs must include porial code and name of country,) [ This person is also inventor.
NEURALAB LIMITED Telephone No.
102 St. James Court
Flatts Smith FL04 Facsimile No.
BERMUDA
Teleprinter No.
State (ie. country) of nationality: State (i.e. country) of residence: )
BM BM
‘This person is applicant [] 2 desionmmd [5] 8 desgred Sums e the United Statcs [~ the Ststes indicated in
for the purposes of : States the United States of America of Americs only the Supplemental Box
Box Il FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTORS i
Name snd address:  (Family name foliowed by glven namu; for a legal entity, full official
designation. Tha address must include postal code and name of country.,) This person Is:
BASI, Guriq [] applicant only
514 Rhoades Drive i )
Palo Alto, California 94303 [] applicent and invenior
United States of America [} inventor only (1f this
check-bax is marked, do
not fill in below.)
/| State (i.e. couniry) of nationality: State (ie. country) of rendence
- ' US
This person is applicant [] 2 deipnued [ ol dospnad S exce the United Staies [ the Stapes indicased in
for the purposes of : the Unlied States of America of America only the Supplemental Box

Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet.

Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The persan identified below is hereby/has been appointed to act on behalf

of the applicant(s) before the competent Intemational Authorities as: [X] agent [J common representative
ame and address: Family name Jollowed by given name; Jor @ legal entity. Jull official Telephone No.
Mandragouras, Amy E.
Lahive & Cockfield, LLP Facsimile No.
28 State Street 09 (617) 742-4214
Boston, Massachusetts 021
United States of America Teleprinter No.

E] Mark this check-box where no agent or commean representative isthas been appointed and the space above is used
instead 10 indicate a special address to which correspondence should be sent.

Form PCT/RO/10! (firgt shewt) (January 2000) See Notes 1o the request form

r
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Continuation of Box Na. 11

|} ;JRTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTORS

If none of the following sub-boxces is used, this shect is not to be included in the request.

Name and address:  (Family nawe followed by given mame: for a legal entity. full official
designation. Thw address muxi include posial code and name of country.) This person is:
SALDANHA, Josc [ applicant only
22A Lincoln Way
Enfield, Middlesex EN1 ITE applicant and inventor
United Kingdom
[] inventor only (If this
check-box is marked, do
not fill in below,)
State (i.e. country) of nationality: State (i e, country) of residence:
UK K
This person is applicant all designated [] 2 esigamed Suaes cxeep the United States ==Y the Ststes Indicated in
for the purposes of : States the United States of America E of America only the Supplemental Box
Name and address:  (Family name foliowed by given name; for a legal entity, fill afficial This person is:
designation. The uddress must Include pestal code ard name of country )}
] applicant only

YEDNOCK, Ted
18‘ Amyo Road Ipplic.-l'l‘ and inventor
P.O. Box 831 [] inventor only (if this check-

. . r only is ¢
Fol:est Knolls, Cal:forl-na 94933 box Is marked, do not fill
United States of America below,)

State (i.e. couniry) of nationality:
Us

State (i.e. country) of residence:

This person is applicant

all designated D sll designated Siates except the United States the States indicoted in
for the purposes of : States the United States of Ameriea of America only the Supplemental Box
Name and address:  (Family nams followed by given name: for a legal endlty. full afficial This person is:
desrignaiion. The address must Include postal code and name of country.)
[} spplicant only

] epplicant and inventor

[C] inventor only (¥f this check-
box is marked, do not fill in
below.)

State (ie. country) of nationality:

State (l.e. country) of residence:

This person is Ipplicant alt designated
for the purposes of : States the United States of America

all designated Staies except D "fﬂ“smi“ the States indicated in
o rica only

the Supplemental Box

Name and address:  (Family rame foillowed by given name: fora legal entity, full official
designation. The address must Include postal code and name of couniry.)

This person is:
[] applicant only
] applicant and inventor

[ inventor only (If this check-
box is marked, do not fill in
below.)

State fi.e. country) of nationality:

State (i.e. country) of residence:

for the purposes of : Stalcs the United States of America

This person is applicant . all designaied [ all designaicd States except ] the United States
of America aaly

the States indicated in
the Supplemental Box

O Further applicants and/or {further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Farm PCT/RO7I0 | (contiauation sheet) (January 2000)

Ser Noses to the request form



SheetNo. . .3 . ..

BoxNe.V DESIGNATIONOF ' ATES

Reglonal Pateat
AP

The following designations are hercby made under Rule 4.9(a) (ment the applicable check-boxes: af least one must be marked):

ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenyn, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ. Swaziland, UG Uganda,
ZM Zambia, ZW Zimbabwe, and any other State which is 3 Contracting State of the Harare Protocol and of the PCT

EA  Euragian Patent: AM Amenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kamkstap, MD Republic of Maldova,
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other Statz which is a Contracting State of the Eurasian
Patent Convention and of the PCT
EP European Patent: AT Austria, BE Delgium, CH and Ll Switzerland and Liechtensiein, CY Cyprus, DE Germany,
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ircland, IT haly, LU Luxembourg,
MC Monaco, NL Nctherlands, PT Portugal, SE Sweden, and any other State which is a Contracting State of the European
Patent Conventtion and of the PCT
OA  OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Centrat Alrican Republic, CG Congo, CI Cbte d'Ivoire, CM Cameroon, GA
Gabon, GN Guinea, GW Guinca-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Sencgal, TD Chad, TG Togo, and any
other State which is & member State of OAP and a Contracting State of the PCT (if other kind of protection or treatmeni desired,
specify on dotied line). d
Nations] Patent (i ather kind of proteciion or treatment deslred, speclfy on dotsed line): !
B AE  United Arab Emirates B LR Liberia
AG  Antiguaand Barbuda LS  Lesotho
AL  Albania LT  Lithuania
AM  Anmenia LU  Luxcembourg.
AT  Austria . LV  Latvia
AU Australin MA  Morocco.....,
AZ  Azcibsijsn MD  Republic of Moldova
BA  DBosnis and Herzegovina MG  Madagascar
BB  Burbados MK  The former Yugostav Republic of Macedonia .....
BG Bulgaia K] MN Mongolin.... .
BR  Brail MW  Malawi....
BY Belarus & MX Mexico
CA Canada NO  Norway .
CHandLI  Switzerdand and Licchtenstein NZ  New Zealand
Bl cN China . : PL  Poland
CR  Costa Rica PT  Portugal
Bl cu cuba RO  Romania
CZ  Cazxch Republic RU  Russian Federation
DE Gemany SD  Sudan
DK  Denmerk SE  Sweden
DM  Dominica .. SG  Singapore
DZ  Algeria B s Slovenia
®l EE Estonia B sk Slovakia
ES  Spain SL  SicrmLeone
BJ F1  Finland Bd TI Tajikisran
¥l GB United Kingdom TM  Turkmenistan
GD  Grenada TR  Turkey :
GE  Georgia TT  Trinidad and Tobago
GH Ghim TZ  United Republic of TARZANE ..c..v.ccrrrecnseamessonee
GM  Gambis UA  Ukrine
HR Croatia Kl uc Ugands
B HU Hungary US  United States of America
ID  Indonesia K vz Uzbekisan
IL  Isracl VN VietNam
IN India YU  Yuposiavia
IS  fteeland ZA  South Afiica
JP  Japan B zm  Zambia
B KE Kenyn ZW  Zimbabwe
KG Kymgyzmn Check-boxes reserved for designating States (for the purposes of a
KP  Democratic People’s Republic of Korea ............. national patent) which have became party to the PCT afier issuance
Bl KR  Republic of Korea of this sheer:
Bl kz Kamkstan E Mz  Mozmbique
LC  Saint Lucia BZ  Belize
B PH  PHIBPINGS «eoooeeeeeeecees e e e s e Bl CO  COOMBIR...eeceeemseieeeeeeesteeeerecemesaseenneame
Kl GQ Equatorial Guinea 13 [ o =T
LK Srilaka............ OM  OMBN...ooemeeeeeeerereeeeeacecemeeeeecenns

Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above. the applicant also makes under Rule 4.9(b} all other
designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplementat Box as being excluded (rom
the scape of this statement. The applicant declares that thase additional designations are subject 1o confirmation and that any designation
which is not confirmed before the expiration of 15 months from the priorilv date is 1o be regarded as withdrawn by the applicani at the
expiration of that time limit. (Cogfrmation of o devigumion consives of the filog of u mtice yrecifiing thr desapotnn and dhe pusment of the devignarion ewd cunfirmution
Jean. Confinmcaion mut reuch the recervimg ()fice wiskin dae 13.aaweth tinee Havlt

s
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Supplemental Box [fthe Suppwemental Box is not used, this sheet need not be included in the request.

and to:

of:

Continuation of Box IV

Agent:

COCKFIELD, James E.
SMURZYNSKI, Thomas V.
LOREN, Ralph A,
DECONTI, Jr., Glulio A.
LYNCH, Jeremiah
HAMMITTE, Ann Lamport
HANLEY, Elizabeth A.
MANDRAGOURAS, Amy E.
LAURENTANO, Anthony A.
REMILLARD, Jane E.
CANNING, Kevin J.
SMITH, DeAnn F.

LAURO, Peter C.

DIiGIORGIO, Jeanne M.
WILLIAMS, Megan E.
MILASINCIC, Debra J.
RIKKERS, David J.
BURNS, David R.
DETWEILER, Sean S.
STECHER, Peter S.
KANIK, Cynthia L.
WEST, Theadore R.
HUFF, Shayne Y.
RUSSELL, Hathaway P.
KO, Daniel B.

Limited Recognition Under 37 C.F.R. §10.9(b):

LACCOTRIPE, Mariz C.

The above attorneys and agents are memb;ers of the firm of Lahive
& Cockfield, LLP. Address, telephone number, facsimile number

and teleprinter number of all are indicated in Box IV.

Jean M. Duvall
Dianna DeVore

Nina M. Ashton

J. Mark Hoch

ELAN PHARMACEUTICALS, INC., 800 Gateway Boulevard,
South San Francisco, Califomia 94080, United States of America.

Form PCT/ARO/10I (supplemental sheet) (January 2000)

Sce Noies 1o the request form
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Box No. VI PRIORITYCL ¥ [ Funther priocity el -are indicated in the Supplemental Box.
Filing date Number . -
of earlics upplication |  of eartier application Where carlier application is:
(daymonsiyear) national application: | regional spplication:® | intemational spplication:
country regional Office receiving Office
tem (1) - T
06 December 2000 60/251,892 Us
(06.12.00)
item (2)

“The receiving Office is requesied o prepare and Lransmit 1o the International Bureau & certificd copy
[5) of the cartier application(s) fonly if the eariier application was flied with the Office which for the
purpases of the present international application is the receiving Office) identified above as item(s):__ (1)

* Where the eariler applicarion is an ARIPO application, It is mandatory to indicate in the Supplemental Bax at least one couniry party to the Paris
Convention for the Protection of Industrial Property for which that earlier application was filed (Rule 4.10(8)(1})). See Supplemental Bax.

Box No. VII  INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

ol Intermatioasl Searchiag A } Request to use results of earlier search; reference to that search (Jf an earlier

competeri 1o carvy out the international search, indicate
the Authorlty chasen; the two-lettar code may be used): | Dalc (damonrivyear) Number Country (or regional Qffice)

ISA /EP

(if hwo ar more International Searching Authorities are | search has been carried aut by or requesied fram the Inisrnational Searching Avthority):

Box No. VIII  CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

This intermational applicalion contains | This international application is accompanied by the item(s) marked below:
the following number of sheets:
I. @ fee calculation sheet

request © 8 2. O separute signed power of attorney
d ::l::::ru(“ og pul:l)s - 114 3. D copy of general power of attomney; reference number, if any:
claims . 28 4. O satement explaining lack of signature
abstract .1 5. O priority documenl(s) identified in Box No. VI a3 item(s):
drawings . 10 6. 0 transiation of intemational application into (language):
sequence listing part 7. 0 sepamate indications canceming deposited microorganism or other biological
of descrinti material
of ption u 8. © nucleotide and/or amino acld sequence listing and diskette in computer
readable form
9. @ oather (specify’): Transmittal Letter; and Return Postcard.
| Total number of sheety : 176 _
Flgure of the drawings which Language of filing of the
should sccompany the abstract: NONE intemational application: ~ENGLISH

Box No. 1X LlCANT OR AGENT

SIGNATURE OE

Next 10 v {if such copaciy is nul obviout from recling the requal),
For|NEU LIMITED, et al .
/1] |
e \ R—’ ~ ebra J. Milasiacic —
For receiving Office use only,
I. Date of actual receipt of the purported 2. Drawings:
international spplication:
3. Corrected date of actual receipt due to later but E] received:
timely received papers or drawings completing
the purported intemational application:
4. Date of timely receipt of the required [] not receives:
corrections under PCT Article F1(2):
i 6. Transmital of search copy delayed
5 IP F:%ﬂ“ﬂ%iﬁ%&ﬁ?{“’ ISA/ until search fec is patd

For Intermnational Bureau usc only

Date of receipt of the record copy
by the Intermational Bureau:

Form PCT/RO/101 (lest sheet) (January 2000) Se Notes {0 the request form
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PCT/US01/46587

FATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT T
NOTIFICATION CONCERNING MANDRAGOURAS, Amy, E.
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Lahive & Cockfield. LLP
OF PRIORITY DOCUMENT 28 State Street
(PCT Administrative Instructions, Section 411) Boston, MA 02108
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
hrDate:of- malling (day/month/vear) --- - I P ELTR L IR § LEER SR Y A T TR R R L R L CRCR T e
26 February 2002 (26.02.02)
Applicant’s or agent's fila reference
ELN-002PC IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. Internatianal filing date {day/month/year)
PCT/US01/46587 06 Decamber 2001 {06.12.01)
international publication date (day/month/year) Priarity dats (day/manthivesr]
Not yet published 06 December 2000 {06.12.00)
Applicant

NEURALAB LIMITED et al

international Bureau of the priority document(s) relating to the sarller application(s) Indlcated below. Unless utherwise
Indicatad by an asterisk appearing next to a dats of receipt, or by the lattars "NR", In the right-hand column, the priority
documaent concermed was submitted or transmitted to the International Bursau In compliance with Rule 17.1{a) or (b).

2. This updatas and replaces any previously ssusd notification gconcerning submission or transmittal of priority documents.

3. An asterisk(®} appearing next to a date of recelpt, in the right-hand eolumn, denotes a priority document submitted
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1{a) or (b). In such a case, the attention
of the applicant is directed to Rule 17.1(c} which provides that no dasignated Office may disregard the priority clafm
concerned before giving the applicant an opportunity, upon sntry into the national phase, to furnish the priority document
within a time limit which Is reasonable under the clrcumstanass.

Bursau or which the applicant did not request the receiving Office to prepare and transmit to the International Bureau,

provides that no dasignated Offios may disregard the priority clalm concarmad befare glving the applicant an opportunity,
upon entry into the national phase. to furnish the priority document within a time limit which is reasonable undar the

1. The applicant is hersby notified of the date of receipt {(axcept whare the letters "NR" appsar in the right-hand column) by the

4. The letters "NR" appsaring In the right-hand column denote a priority document which was not received by tha International
as provided by Rule 17.1(a} or (b). respectively. In such a case, the attention of the applicant is directed to Rule 17.1{c) which

Form PCTA8/304 (July 1988)

clreumnstancas.
Prioritv dat Priarity gpotication N : gional Off Date of rasel
or PCT receiving Qffice aforlofty document
06 Dace 2000 {06.12.00) 60/251,892 ENJERL‘.‘.D 05 Febr 2002 (05.02.02)
LAI'"VREEB? CE:gg EF'ELD
DOGCKET DEPT.
MAR - 6 2002
gErRtEVED:__#f_M
The Internstionsl Bursau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes Taieb AKREMI <~
1211 Geneva 20, Switzerland \
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. ANTICUERPOS HUMANIZADOS QUE RECONOCEN EL PEPTIDO AMILOIDEO

BETA
X 3

Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reclama el beneficio de la solicitud de
patente provisional presentada con anterioridad US Serie
No. 60/251,892 (presentada el § de diciembre del 2000) ti-
tulada “Anticuerpos Humanizados Que Reconocen el Péptido
Amiloideo Beta”. El1 contenido de la solicitud antes mencio-

nada se incorpora aqui como referencia.

Antecedentes de la Invencidn
La enfermedad de Alzheimer (AD) es una enfermedad pro-
gre51va que trae como resultado la demencia senil. Ver en
general Selkoe, TINS 16:403 (1993); Hardy et al., WO
92/13069; Selkoe, J. Neuropathol. Exp. Neurol, 53:438
-(1994) ; Duff et al., Nature 373:476 (1995); Games et al.,
Nature 373:523 (1995). De manera general, la enfermedad se
clasifica dentro de dos categorias: inicio tardio, que ocu-
rre en la edad avanzada (65 + afios) e inicio temprano, el
cual se desarrolla bastante antes del periodo senil, es de-
cir, 'entre los 35 y 60 afios. En ambos tipos de enfermedad,
la patologia es la misma pero-las anormalidades tienden a
ser mids severas y abundantes en los casos que se inician a
una edad temprana. La enfermedad se caracteriza por él me-
nos dos tipos de lesiones cerebrales, enredos neurofibrila-
res y placas seniles. Los enredos neurofibrilares somr depd-
Bitos intracelulares de microtdbulos asociados a la protei-
na tau que constan de dos filamentos enrollados uno sobre
otro en parejas. Las placas seniles (es decir, placas ami-
loideas) son dreas de neuropil desorganizado de hasta 150
,-um a través con depésitos amiloideos extracelulares en el
centro que son visibles al andlisis microscépico sobre sec-
ciones  de tejido cerebral. La acumulacién de placas amiloi-
deas se encuentra asociada también con el sindrome de Down
y otros desérdenes cognitivos.

El principal constituyente de las placas es un péptido
denominado péptido AP o p-amiloideo. El péptido AP es un
fragmento interno 4-kDa de aminodcidos 39-43 de una trans-

- membrana glicoproteica mayor denominada protefna precursora
ramiloidea (APP). Como resultado de un procesamiento proteo-

07 625 1litico de APP mediante diversas en21mas de la secretasa, el

AR se encuentra primordialmente en dos formas una corta, un
aminodcido 40 de longitud, y una forma larga que va de ami-
-noicidos 42-43 de longitud. Parte del dominio de la trans-
membrana hidréfoba del APP se encuentra en el extremo car-
boxico de AP, y podria explicar la habilidad del AP para
agregarse y formar placas, particularmente en el caso de la



forma larga. La acumulacidén de placas amiloideas en el ce-
rebro conduce, a la larga, a la muerte de células neurona-
les. Los sintomas fisicos asociados con este tipo de dete-
rioracién neural caracterizan a la enfermedad de Alzheimer.

Se ha podido correlacionar diversas mutaciones de la
proteina APP con la presencia de la enfermedad de Alzhei-
mer. Ver, Goate et al., Nature 349:704 (1991) (valina’’ a
isoleucina); Charlie Harlan et al. Nature 353:844 (1991)
(valina’™’ a glicina); Muriel et al. Science 254:97 (1991)
(valina’’ a fenilalanina); Mullan et al., Nature Genet.
1:345 (1992) (una doble mutacién que transforma lisina®®® -
metionina®®® en al.s;pa:::'a.g:'u‘xil""s - leucina’®®). se cree que di-
chas mutaciones causan la enfermedad de Alzheimer mediante
un procesamiento aumentado o alterado .de APP hacia AR, en
particular el proceso de 'APP hacia cantidades aumentadas de

la forma larga de AP (es decir, ABl-42 y APl-43). Se cree

-que las mutaciones de otros genes, tales como los genes

presenilina, PS1 y PS2, afectan indirectamente el proceso
de APP para generar cantidades aumentadas de la forma larga
de AP (ver Hardy, TINS 20: 154 (1997)).

Se ha usado con éxjito modelos sobre ratas para detex-
minar la significacién de las placas amiloideas en la en-
fermedad de Alzheimer (Games et al. Supra , Johnson-Wood et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:1550 (1997). En particu-
lar, cuando a los ratones trapnsgénicos PDAPP (los tuales
expresan una forma mutante del APP humano y que desarfollan
la enfermedad de Alzheimer a una edad temprana), se Fres in-
yecta la forma larga de AB, muestran tanto una disminucién
en el progreso del Alzheimer como un aumento en titulos an-
ticuerpos contra el péptido AP (Schenk et al., Nature 400,
173 (1999). Las observaciones que se discuten arriba indi-

.can que el AP, en particular su forma larga, es un elemento

causante en la enfermedad de Alzheimer.

McMichael, EP 526,511, propone la administracién de
dosis homeopéticas (menos o igual a 1072 -mg/dia) de Ap a
pacientes con Alzheimer preestablecido. En un humano tipico
con alrededor de 5 litros de plasma, podria esperarse que
incluso el limite superior de esta dosificacién genere una
concentracién no mayor a 2 pg/ml. La concentracién normal
de Af en el plasma humano se encuentra tipicamente dentro
del rango de 50-200 pg/ml: (Seubert et al., Nature 359:325
(1992)). Debido a que la dosis propuesta en EP 526,511 di-
ficilmente alteraria el nivel de AP enddgenoc circulando y
debido a que EP 526,511 no recomienda el uso de un adyuvan-
té, como un inmuno-estimulante, parece poco probable que
resulte beneficio terapéutico alguno.

En consecuencia, existe la necesidad de nuevas tera-
pias y reagentes para el tratamiento de la enfermedad de



Alzheimer, en particular, terapias y reagentes capaces de
efectuar un beneficio terapéutico en dosis fisioldgicas (es

decir: no tdéxicas). )

Resumen de la Invencidn

La presente invericidn presenta nuevos reagentes inmu-
noldégicos, en particular, anticuerpos reagentes terapéuti-
cos para la prevencidén y el tratamiento de las enfermedades
amiloideogénicas (por ejemplo la enfermedad de Alzheimer).
La invencién se basa al menos en parte en la identificacidén

'y caracterizacién de dos anticuerpos monoclonales que se
' unen especificamente al péptido AP y son efectivos en la

;educcién de la carga de placa y/o en la reduccidén de la
distrofia neuritica asociada con los desordenes amiloideo-
génicos. El andlisis estructural y funcional de estos anti-

cuerpos nos lleva al disefio de diversos anticuerpos humani-,
" zados para uso profildctico y/o terapéutico. En particular,

la invencién presenta la humanizacién de las regiones va-
rlables de estos: anticuerpos y en consecuencia provee una
1nmunogiob1na humanizada ¢ cadenas anticuerpos inmunoglobu-
linas intactas humanizadas o antlcuerpos. y inmunoglobulina
funcional o fragmentos de anticuerpos, en particular, los

fragmentos que se unen a los antigenos de los anticuerpos
4

presentados.

Los polipéptidos que comprenden las regiones de ae;er-

"minacién de complementariedad de los anticuerpos monoclona-

les gue se presentan también se explican, asi como son los

‘'reagentes polinucledédtidos, los vectores y los portadores

adecuados para codificar dichos polipéptidos.

Los métodos de tratamiento de las enfermedades o des-
ordenes amiloideogénicos (por ejemplo la enfermedad de Alz-
heimer) se describen, ya que son composiciones farmacéuti-
cas y conjuntos para usar en dichas aplicaciones.

También se presentan métodos para identificar residuos

- con los anticuerpos monoclonales que se presentan que son

importantes para la apropiada funcién inmunolégica y para
identificar re51duos que son sujetos de substitucién en el
disefilo de antlcuerpos humanizados que tengan una afinidad
de unién mejorada y/o que tengan una inmunogenicidad redu-
cida, cuando se usan como reagentes terapéuticos.

" Breve Descripcidn de los Dibujos

* La figura 1 muestra una alineacién de. las secuencias
de aminodcidos de los anticuerpos de la cadena -ligera del
ratén 3D6, el humanizado 3D6, el Kabat 109230 y la linea de



germinacidén Al9. Las regiones CDR son indicadas con fle-
chas.

La figqura 2 muestra un alineamiento de secuencias-ade
aminodcidos de anticuerpos de cadena pesada del ratén 3D6,
el humanizado 3D6, el Kabat 045919 y la linea de germina-
cién VH3-23. Las regiones CDR son indicadas con flechas.

La figura 3 muestra grédficamente las propiedades de
unién del Ap del 3D6, el quimérico 3D6 y el 10D5. La figura
3% es una grafico que muestra la unién de AB al quimérico
3D6 (PK1l614) en comparacién al murina 3D6. La figura 3B es
un grafico qQque muestra la competencia del 3D6 biotinilado
contra el 3D6 no titulado, Pkl614 y 10D5 en su unidén al AB.

La figura 4 muestra un modelo homoldgico del 3D6VH y
VL, que muestra trazas del ndcleo de a-~carbono. VH se mues-
tra linea punteada y VL. se muestra linea sélida. Las regio-
nes CDR se indican en forma de cinta.

La figura 5 muestra grificamente las propledades de.

. unidén. AR del quimérico 3D6 y del humanizado 3D6. La figura
5A muestra los resultados de ELISA midiendo la unién del
3D6vl humanizado y el quimérico 3D6 al acumulado AP. La fi-
‘gura 5B muestra los resultados de ELISA midiendo la unién
del 3D6vl humanizado y el humanizado 3Db6v2 al acumulado AB.

La figura 6 es un gr&fico que muestra las cantidades
.de unidén del 3D6 humanizado y del 3D6 quimérico a las pla-
cas AP de- secciones cerebrales de ratones PDAPP. ¢

La figura 7 es un grifico que muestra los resuitados
de un ensayo de unidén competitiva que prueba la habdlidad
de las versiones 1 y 2 del 3D6 humanizado, el 3D6 ‘quiméri-
co, la murina 3D6 y el 10D5 para competir con la murina 3D6
en la uvnidén al Ap.

La figura 8 muestra grdficamente un ensayo de fagoci-
. tosis ex vivo que prueba la habilidad del 3D6 humanizado,

el 3D6é quimérico y-el IgG humano para intermediar en la re-
posicién de Af por medio de las celdas microgliales.

La figura 9 muestra una alineacién de las secuencias
de amino&cidos 10D5VL y 3D6VL. Las partes en negrita indi-
can residuos que coinciden con 10D5 VL exacdtamente.

La figura 10 muestra una alineacién.de las secuencias
de aminodcidas 10D5VH y 3D6VH. Las partes en negrita indi-
can residuos que coinciden con 10DS VI, exactamente.

Descripcién Detallada de la Invencién

L.a presente invencién presenta nuevos reagentes inmu-
noldégicos y métodos para prevenir o tratar la enfermedad de
Alzheimer y otras éenfermedades amiloideogénicas. La inven-
cién se basa, al menos en parte, en la caracterizacidn de
dos inmunoglobulinas monoclonales, 3D6 y 10D5, efectivas en



unirse a la proteina beta amiloide (AB) (por ejemplo 1la
unién soluble y/o0 acumulada Ap), la fagocitosis mediana
(por ejemplo de AP acumulada), la reduccién de la ‘cargaade
placa y/o la reduccidén de la distrofia neuritica (por ejem-
plo en los pacientes). La invencidn se basa ademés en la
determinacidén y caracterizacidén estructural de las estruc-
turas primaria y secundaria de las cadenas variables ligera
y pesada de estas inmunoglobulinas y la identificacidén de
residuos importantes para la actividad y la inmunogenici-
dad. -

Las inmunoglobulinas se presentan incluyendo una va-
riable de cadena ligera y/o una variable de cadena pesada
de las inmunoglobulinas monoclonales preferidas que se des-
criben aqui. Las inmunoglobulinas preferidas, por ejemplo,
las inmunoglobulinas terapéuticas, se presentan incluyendo
una variable humanizada ligera y/o una variable humanizada
pesada. Las cadenas preferidas de variable ligera y/o va-
riable pesada incluyen una regiones de determinacién de
complementariedad (CDR) de la inmunoglobulina monoclonal
{por ejemplo la inmunoglobulina del donante) y &reas varia-
bles ‘substancialmente de la inmunoglobulina del receptor
humarro. La frase “substancialmente de la inmunoglobulina
del receptor humano” significa que la mayorfa o los mas im-
portantes residuos son de la secuencia del humano que reci-
be, permitiendo sin embargo, la substitucién de residuos en
ciertas posiciones con residuos seleccionados para méjorar
la actividad de la inmunoglobulina humanizada (por .ejemplo
alterar la actividad de manera de que mids cercanamente imi-
te la actividad de la inmunoglobulina del donante) o selec-
cionados para disminuir la inmunogenicidad de la inmunocglo-
bulina humanizada.

En una realizacién, la invencidén presenta cadenas de
inmunoglobulina humanizada ligeras o pesadas que incluyen
la regiones de determinacién de complementariedad variable
3D6 (CDRs) (por ejemplo CDRs de la cadena variable ligera
en la.regién de la secuencia que se presenta como SEQ ID
NO:2 o de la secuencia de la regién variable de la cadena
que se presenta come SEQ ID NO:4), e incluye regiones va-
riables de la secuencia de la cadena de la inmunoglobulina
ligera © pesada de un receptor humano, siempre y cuando que
al menos un residuo sea substituido 'con el residuo de ami-
- nodcido correspondiente del ratén 3D6 en su secuencia de
cadena pesada o ligera, donde el residuo se selecciona del
grupo que consta de (a) un residuo que se una de manera no
cdvalente al antigeno directamente; (b) un residuo adyacen-
te a un CDR; (c) un residuo que interactda con un CDR(por
ejemplo identificado al moldear la cadena ligera o pesada
sobre la estructura resuelta de una inmunoglobulina conoci-
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da homologa); y (d) un residuo que participe en la interfa-
se VL-VH.

En otra realizacidén, la invencidén presenta una cadena
ligera o pesada de inmunoglobulina humanizada que incluye
las regiones variables CDRs del 3D6 y las regiones varia-
bles de la secuencia de una cadena ligera o pesada de la
inmunoglobulina de un receptor humano, siempre y cuando que
al menos un cuadro del residuo sea substituido con el resi-
duo de aminodcido correspondiente de la secuencia variable
de la cadena ligera o pesada del ratdén 3D6, donde el cuadro

‘del residuo es un residuo capaz de afectar la conformacidén

de la regidén variable de la cadena ligera o de funcionar
como se identifica por medio del andlisis de un modelo tri-
dimensional de la regién variable, por ejemplo un residuo
capaz de interactuar con un antigeno, un residuo cercano al
gitio de unién de un antigeno, un residuo capaz de interac-
tuar con una CDR, un residuo adyacente a una CDR, un resi-
duo dentro de 6 A de un residuo CDR, un residuo candnico,
un residuo de zona venier, un residuo de empaque intercade-
nas, un residuo inusuval, un residuo de un sitio gllc05111a-
ton sobre la superficie del modelo estructural.

‘En otra presentacidn, la invencién presenta una cadena
ligera de inmunoglobulina humanizada que incluye CDRs de
regién variable 3D6 (por ejemplo de la secuencia de la re-
gidn variable de la cadena ligera 3D6 que se presenta como
SEQ ID NO:2), e incluye una regién variable de la ifimuno-

‘globulina de un receptor humano, siempre y cuando que al

menos un cuadro del residuo del grupo sea seleccionado del
grupo que consta de L1, L2, L36 y-L46 (convencién numérica
de Kabat) y que sea substituido con el correspondiente re-
siduco de aminoAcido de la secuencia wvariable de la cadena
ligera. del ratdén 3D6. En otra realizacién, la invencién

- presenta ‘una cadena pesada 'de - inmunoglobulina humanizada

que incluye regiones variables CDRs 3D6 (por ejemplo de la
secuencia variable de la cadena pesada 3D6 que se presenta
como SEQ ID NO:4), e incluye una regién variable de la in-

"munoglobulina del receptor humano, siempre y cuando que al

menos un cuadro de residuo seleccionado del grupo que cons-

"ta. de H49, 493 y H94 (convencién numérica de Kabat) sea
_.substituida con el correspondiente residuo de aminoacidote
la secuencia variable de la cadena pesada del ratém 3D6.

Las cadenas ligeras que se prefiere incluyen las re-
giones de cuadro kappa II del subtipo kappa II (la conven-

" cién Kabat), por ejemplo, las regiones de la inmunoglobuli-

nd del receptor Kabat 019230, Kabat 005131, _Kabat 005058,
Kabat 005057, Kabat 005059, Kabat U21040 y Kabat U41645.
Las cadenas pesadas que se prefiere incluyen regiones de
cuadro del subtipo III (la convencidn Kabat), por ejemplo,

A



regiones de cuadro de la inmunoglobulina del receptor Kabat
045919, Kabat 000459, Kabat 000553, Kabat 000386 y Kabat
M236951. -8
En otra realizacién, la invencidén presenta, ademis de
‘'las substituciones escritas anteriormente, la substitucidn
de al menos un cuadro de residuo inusual humano. Por ejem-
plo, un residuo inusual podria ser substituido con un resi-
duo de aminodcido que es comin para la secuencia humana va-
riable en esa posicién. Alternativamente, un residuo in-
usual podria ser substituido ‘con un residuo de aminodcido
correspondiente de una secuencia de cadena variable de una
linea de germinacidn homologa (por ejemplo el residuo de un
cuadro de una cadena ligera inusual podria ser substituido
con el ‘residuo de una linea.de germinacién correspondiente
de un Al, Al7, Al8, A2 o Al9 de la secuencia del inmunoglo-
bulina linéa de germinacién o un residuo del cuadro de ca-
dena pesada inusual podria ser substitunido con un residuo
de 'linea de germinacidén correspondiente de un VH3-48, VH3-
23, VH3-7, VH3-21 o VH3-11l de la secuencia de inmunoglobu-
lina }inea de germinacién).

En otra presentacién, la invencidén presenta una inmu-
noglcbulina humanizada que incluye una cadena ligera y una
cadena pesada, como se describe anteriormemte, ¢ un frag-
mento que se une al antigeno de dicha inmunoglobulina. En
una realizacién de ejemplo, la inmunoglobulina humahizada
se une (es decir en las uniones especificas) al péptido be-
ta amiloide (AB) con una afinidad de unir de 3l menos 107’
M, 10™™M, o 10"°M. En otra realizacién, la inmunoglobulina o
el fragmento de unién antigeno incluye una cadena pesada
que tiene un isotipo yl. En otra realizacién, la inmunoglo-
bulina o el fragmento de unién antigeno se une .(la unién
especifica) tanto al péptido amiloide beta soluble (AB) y

"al acumulado AP. En otra realizacidn, la inmunoglobulina o

el fragmento de unién antigeno se intermedia la fagocitosis
del péptido beta amiloide (ABR). En ain otra realizacién, la
inmunoglobulina o el fragmento de unién antigeno .cruza 1la
barrera sangre-cerebro de. un sujeto. En otra realizacién
mds, la inmunoglobulina' o los fragmentos de unién antigeno
"reducen tanto la carga del péptido beta amiloide (Ap) y la
distrofia neuritica de un sujeto.

En otra realizacién, .la invencién presenta 'inmunoglo-
bulinas quiméricas que incluyen regiones variables 3D6 (por
"ejemplo las secuencias de regién variable presentadas como
SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4). En otra realizacién mds, la in-
vencién presenta una inmunoglobulina o un fragmento de
unién antigena de la misma, que incluye una regién de cade-
na pesada variable comoc se presenta en SEQ ID NO:8 y una
regién de cadena ligera variable como se presenta en SEQ ID
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NO:5. En otra realizacidn mds, la invencién presenta una
inmunoglobulina ¢ un fragmento de unién antigena de la mis-
ma, que incluye una regién de cadena variable pesada cemo
se presenta en SEQ ID NO:12 y una regidén de cadena ligera
variable como se presenta SEQ ID NO:11l. En otra realizacién
mas, la inmunoglobulina; o el fragmento de unién antigena
de la misma incluye ademiAs regiones constantes del IgGl.
Las inmunoglobulinas descritas aqui son particularmen-
te adecuadas para usar en los métodos terapéuticos que
apuntan. a la prevencién o tratamiento de enfermedades ami-
loideogénicas. En una realizacidén la invencién presenta un
método de prevenir o tratar una enfermedad amiloideogénica

(por ejemplo la enfermedad de Alzheimer) que involucra 1la

administracidén al paciente de una dosis efectiva de una in-
munoglobulina humanizada como se describe aqui: En otra
realizacién la invencién presenta composiciones farmacéuti-
cas que incluyen una inmunoglobulina- como se describe aqui
y un portador farmacéutico. También se presentan moléculas
de Acido nucleico aisladas, vectores y celdas de portadora
para producir la inmunoglobulina o los fragmentos de inmu-
noglobulina o las cadenas descritas aqui, asi como los mé-
todog para producir dichas inmunoglobulinas, fragmentos de
inmunbglobulinas o cadenas de inmunoglobulinas.

' La presente 'invencién presenta ademis un método para
identificar los residuos de 3D6 que pueden substituirse
‘cuando se produce una‘ inmunoglobulina 3D6 humanizadd. Por
ejemplo un método para identificar los residuos de Jla re-
gién variable que pueden ser substituidos involucra moldear
la estructura tridimensional de-la regién variable 3D6 so-
bre una estructura no resuelta de inmunoglobulina homéloga
y ahalizar dicho modelo para ubicar residuos capaces de
afectar la conformacién de la regién variable de la inmuno-
globulina 3D6 o sus funciones, de manera que los residuos
que son substituibles se identifican. La invencién presenta
"ademAs el uso de la secuencia de la regién variable que se
presenta como. SEQ ID NO:2 o SEQ ID'NO:4, o cualquier por-
cién de la misma, para la produccién de una imagen tridi-
mensional de una inmunoglobulina 3D6, una cadena de inmuno-
globulina 3D6, o el dominio de la misma.

Antes de describir la invencién seria de mucha ayuda
entender las definiciones que se presentan para ciertos
términos que se usarin de aqui en adelante.

El término “inmunoglobulina® o “anticuerpo” (que se
usa de manera intercambiable aquf) se refiere a una prote{-
nd con capacidad de unirse a los antigenos que tiene como
estructura basica una cadena de cuatro polipéptidos que
consiste en dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras es-
tando dichas cadenas estabilizadas, por ejemplo, por enla-



ces de intercadena de disulfido, que tiene la habilidad de
unirse especificamente a los antigenos. Las inmunoglobuli-
nas o anticuerpos pueden existir en forma monomérica o po-
limérica. El término “fragmento de unién antigeno” se re-
fiere a un fragmento de polipéptido de una inmunoglobulina
0 anticuerpo que se une al antigeno o que compite con anti-
cuerpos intactos (es decir con el anticuerpo intacto del
cual ellos han derivado) para unirse al antigeno (es decir
la unién especifica).

"La unién especifica” de un anticuerpo significa que
el anticuerpo exhibe una apreciable afinidad para el anti-
geno o0 el epitope preferido y, de preferencia, no exhibe
una reactividad cruzada significante. El1 *“apreciable” o
preferido en el caso de la unién incluye a la unién como
una afinidad de al menos 107%, 1077, 107%, 10° M o 107'° M.
Afinidades mayores a 10°7, de preferencia mayores que 10°® M

" son mas preferidas. Los valores intermedios de aquellos que

se presenta aqui también se intenta que estén dentro del
alcance de la presente invencién y una afinidad de unidn
preferida podria estar indicada como un rango de afinida-
des, por ejemplo, 10° hasta 10°'® M, de preferencia 10~
hasta 107° M, "de mayor preferencia 10" a 107 M. Un anti-
cuerpo que “*no exhibe reactividad cruzada significante” es
uno en el cual de manera apreciable no se nota una unién a
una entidad no deseada (por ejemplo una entidad proteinacea
no deseable). Por ejemplo, un anticuerpo que se une eépeci-
ficamente.-al AR se uniré .apreciablemente al AP pero <ic re-

. accionard significativamente con proteinas que no sean AP o

péptidos que no sean AP (por ejemplo las proteinas o pépti-
dos no AB que se incluyen en las placas). Un anticuerpo es-
pecifico para un epitope preferido, por ejemplo, no reac-
cionard de manera cruzada significativamente con epitopes
remotos de la misma proteina o péptido. La unién especifica
se puede determinar de acuerdo a cualquier medio reconocido

" en este campo para determinar tal unién. De preferencia, la
.unién especifica se determina de acuerdo con andlisis de

Scatchard y/o ensayos de unién competitiva.
Los fragmentos de unidén se producen por técnicas de

Tecombinacién de ADN, o por enclave enzimdtico o quimico de
inmunoglobulinas intactas. Los fragmentos de unidén incluyen
Fab, Fab‘, F(ab’),, Fabc, Fv, cadenas simples, y anticuer-
pos de cadena simple. Excepto por las inmunoglobulinas o
anticuerpos "biespecificas” o "bifuncionales”, una inmuno-
globulina o anticuerpo se entiende como uno gue tiene su
pinto de unién idénticos. Un “anticuerpo biespecifico” o
*bifuncional” es un anticuerpo hibrido artificial que tiene
dos pares de cadenas diferentes pesado y ligero y dos pun-
tos de unidén distintos. Los anticuerpos biespecificos pue-
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den ser producidos por una diversidad de métodos incluyendo
la fusién de hibridomas o el enlace de fragmentos Fab‘.
Ver, por ejemplo, Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immu-
nol. 79:315-321 (1990); Kostelny et al., J. Immunol. 148,
1547-1553 (1992).

El término “inmunoglcobulina humanizada” o "anticuerpo
humanizado” se refiere a una inmunoglobulina o anticuerpo
que incluye al menos una cadena de inmunoglobulina o anti-
cuerpo humanizado (es decir al menos una cadena ligera o
pesada humanizada). El término “cadena de inmunoglobulina
humanizada” o “cadena de anticuerpo humanizado” se refiere
a2 una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo (es decir una
cadena ligera o pesada) que tiene una regién variable que
incluye una regién de cuadro variable substancialmente a

.partir de una inmunoglobulina o anticuerpo humano y regio-

nes de determinacién de complementariedad ({CDRs) (por

'ejemplo. por lo menos un CRD, de preferencia dos CRDs, de
- mas preferencia tres CRDs) substancialmente a partir de un

anticuerpo o inmunoglobulina no humang, y que ademas inclu-
ye regiones constantes (por ejemplo al menos una regidn
constante o una porcién de la misma, en el caso de una ca-
dena rligera, y de preferencia tres regiones constantes en
el caso de una cadena pesada). El término “regién variable
humanizada” (por ejemplo “cadena ligera de regién variable
humanizada” o “cadena pesada de regién variable -humaniza-
da”) se refiere a una regién variable que incluye unt re-
gién de cuadro variable substancialmente a partir de uan an-
ticuerpo o inmunoglobulina humana y regiones de determina-
cién de complementariedad (CDRs) substancialmente a partir
de un anticuerpo o inmunoglobulina no humano.

La frase “substancialmente a partir de wri anticuerpo o
inmunoglobulina humana® o “substancialmente humana® signi-
fica que cuando se alinea a una inmunoglobulina humana .o
secuencia de anticuerpo amino con el propdsito de compara-
cidén, la regién comparte al menos 80-50%, de preferencia
90-95%, de mAs preferencia 95-99% de identidad (es decir
identidad de -secuencia local) con el cuadro humano o se-
cuencia de regidén constante, permitiendo por ejemplo, . subs-
tituciones conservativas, substituciones de-consenso de se-
cuencia, substituciones de .linea de germinacidén, mutaciones
regresivas, y similares. La introduccién de substituciones
conservativas, sSubstituciones de consenso de secuencia,
substituciones de linea de germinacién, mutaciones regresi-
vas, Yy similares a menudo se denominan “optimizacién” de un
arfticuerpo .0 cadena humanizada. La frase "“substancialmente
a partir de una inmunoglobulina o anticuerpo no humano” o©
*substancialmente no humano” significa que se tiene una se-
cuencia de anticuerpo o inmunoglobulina de al menos 80-95%,
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de preferencia 90-95%, de mas preferencia, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a aquella de un organismo no humano, por ejem-
plo un mamifero no humano. -a

En consecuencia, todas las partes de una inmunoglobu-
lina o anticuerpo humanizada, o de una cadena de anticuerpo
0 inmunoglobulina humanizada, excepto posiblemente los
CDRs, son substancialmente idénticas a las partes corres-
pondientes de una o mas secuencias_de inmunoglobulina nati-
vas de humano. Los términos *"inmunoglobulina humanizada” o
"anticuerpo humanizado” no incluyen inmunoglobulinas o an-
ticuerpos quiméricos, como se define mis adelante.

El término *identidad significativa®” significa que dos
secuencias de polipéptido, cuando estén.alineadas Sptima-
mente, tales como lo hacen los programas GAP o BESTFIT que

usan el espacio de pesos por defecto, comparten al menos-

50-60% de identidad de la secuencia, de preferencia 60-70%
de identidad de la secuencia, de mayor preferencia 70-80%
de identidad de la secuencia, -ain mas preferible de al me-
nos 80-90% de identidad, ain mas preferible al menos 90-95%
de identidad, y ain mas preferible al menos 95% de identi-
dad dé secuencia o mas (por ejemplo 99% de identidad de se-
cuencia o masg). El término *identidad substancial” signifi-
ca que dos -secuencias de polipéptidos, cuando se alinean
dptimamente, tal como lo hacen los programas GAP o BESTFIT
‘que usan la distancia de pesos por defecto, comparten al
menos 80-90% de identidad de secuencia, de preferencia 90-
95% de identidad de secuencia, y de mayor prefereneia al
menos 95% de identidad de secuencia o. mas (por ejemplo 99%
de identidad de secuencia © mas). Para la comparacidén de
secuencias, de manera tipica una secuencia actia como se-
cuencia de' referencia, a la cual las secuencias en prueba
son comparadas. Cuando se usa un algoritmo de comparacidén
de secuencia, las secuencias de referencia y de prueba son
colocadas dentro de una computadora, se designan coordena-
das de subsecuencia si-es necesario, y se designan los pa-
rémetros del programa de algoritmo de secuencias. El algo-
ritmo de comparacién de secuencia entonces calcula el por-

centaje de idéentidad de secuencia para las secuencias de .

prueba con relacién a la secuencia de referencia, basado en
los pardmetros del programa diseflado. Los términos “identi-
dad significativa® y *identidad de secuencia” son usados de
manera intercambiable aqui.-

El alineamiento éptimo de secuencias para la compara-
cién puede ser conducido por ejemplo por el algoritmo de
hdwlogia local de Smith & .Waterman, Adv. Appl. Match.
2:482 (1981), por el algoritmo de homologia de alineamiento
deNeedleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por el
método de bisqueda de similaridad de Pearson & Lipman,
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Proc. Nat‘l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por implementa-
ciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT,
FASTA, y TFASTA en el Paquete de Software Wisconsin Gefie-
tics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison,
WI), o por inspeccién visual (ver en general Ausubel et
al., mas arriba). Un ejemplo de algoritmo que es adecuado
para determinar el porcentaje de la identidad de secuencia
y la- similaridad de secuencia es el algoritmo BLAST, el
cual se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403
(1990). El Software para llevar a cabo los andlisis BLAST
se encuentra ‘disponible al piblico a través del Centro Na-
cional para la Informacién Biotecnoldgica (accesible al pu-
blico a través del servidor de internet del Instituto Na-
cional de la Salud NCBI}. Tipicamente, los pardmetros por
defecto del programa se pueden usar para'realizar la compa-
racién de secuencia, aunque también se puede usar paréme-
tros personalizados. Para las secuencias de aminodcidos, el
programa BLASTP usa como medida por defecto una longitud de

- palabra (W) de 3, una expectativa (E). de 10, y la matriz de

resultados BLOSUM62 (ver Henikoff & henikoff, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)).

De preferencia, las posiciones de residuo que no son
idénticas difieren por substitucién conservativa de amino4-
cidos. Para los propdsitos de clasificar las substituciones
de aminoAcidos como conservativas o no conserxvativag, los
aminoidcidos son agrupados como siguen: Grupo I (cadenas la-
terales hidréfobas): leu, met, ala, val, leu, ile; Grupo II
{cadenas laterales hidrofilicas neutrales): cys, ser, thr;
Grupo IIX -(cadenas ‘laterales acidicas): asp, -glu; Grupo IV
(cadenas laterales bisicas): asn, gln, his, lys, arg; Grupo
V (residuos que influencian la orientacién de la cadena):
gly, pro; y Grupo VI {cadenas laterales aromdticas): trp,
tyr, phe. Las substituciones conservativas involucran subs-
tituciones entre aminodcidos de la misma clase. Las substi-
tuciones no conservativas constituyen el intercambio de un
miembro de una de esas clases por un miembro de otra clase.

El término “inmunoglobulina quimérica” o anticuerpo se

refiere a una inmunoglobulina o anticuerpo cuyas cadenas

liviana.y pesada se derivan de diferentes especies. Se pue-

-de construir anticuerpos o inmunoglobulinas quiméricas, por

ejemplo mediante la ingenieria genética, a partir de seg-
mentos de gen de inmunoglobulina que pertenecen a diferen-

. tes especies.

Un *antigeno” es una entidad (una entidad o péptido
protendceo) al cual se une especificamente un anticuerpo.

El término “epitope” o "antigeno determinante” se re-
fiere a un punte en un antigeno al cual un anticuerpo o in-
munoglobulina (o un fragmento de unién del antigeno del
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mismo) se une especificamente. Los epitopes pueden ser for-
mados tanto a partir de aminodcidos contiguos o de aminod-
cidos no contiguos yuxtapuestos mediante una capa terciaxia
de una proteina. Los epitopes formados a partir de amino4-
cidos contiguos son tipicamente retenidos en la exposicidn
a solventes desnaturalizantes mientras que los epitopes
formados por una capa terciaria son tipicamente perdidos en
el tratamiento con solventes desnaturalizantes. Un epitope
. tipicamente incluye al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14 o 15 aminodcidos en una conformacién espacial
singular. Los métodos para determinar la conformacién espa-
cial de los epitopes incluyen, por ejemplo, la cristalogra-
fia de rayos x y la resonancia magnética nuclear bidimen-
sional. Ver, por ejemplo Epitope Mapping Protocols in Met-
hods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, EA4.
(1996) .

Los anticuerpos que reconocen el mismo epitope pueden
ser identificados en un ensayo de inmunidad muy simple.que
‘muestra la habilidad de un anticuerpo- para bloquear 1la
unién de otro anticuerpo al antigeno objetivo, es decir un
ensayb de unién.competitiva. La unién competitiva se deter-
‘mina ren un ensayo en el cual la inmunoglobulina que estd
bajo ‘prueba inhibe la unidén especifica de un anticuerpo . de
referencia a un antigeno comin, tal como el AB. Se conocen
numerosos tipos de ensayos de unién competitiva, por+ejem-
. plo el radioinmunoensayo de fase sélida directa o indirecta
(RIA), el inmuncensayo de enzimas de fase sélida directa o
indirecta (EIA), el ensayo de competencia séndwich (ver
Stahli et al., Methods in Enzimology 9:242 (1983)); el EIA
de biotin-avidin de .fase sdlida directa (ver Kirkland et
al., J. Immunol. 137:3614 (1986)); el.ensayo de titulado de
fase sélida directa, el ensayo de titulado sindwich de fase
sélida directa (ver -Harlow and Lane,. Antibodies: A Labora-
tory Manual, 'Cold Spring Harbér Press (1988)); el RIA de
titulo de fase sélida directa usando .el titulador I-125
{ver Morel el al., Mol. Immunol. 25(1)}:7 (1988)); El EIA de
- biotin-avidin de fase sélida directa (Cheung et al., Viro-
logy 176:546 (1990)); y RIA titulada directa (Moldenhauer
et al., Scand. J. Immunol. 32:77 .(1990))}. De manera tipica,
este tipo de ensayo involucra el uso de un antigeno purifi-
cado unido a una -superficie sélida o a células que lo con-
tienen cuvalquiera de los dos, un ensayo de inmunoglobulina
no titulado y umna inmunoglobulina de referencia titulada.
La inhibicién competitiva se mide por medio de la determi-
nadcién de la cantidad de titulo que se ha unido a la super-
ficie sélida o a las células en presencia de la inmunoglo-
bulina que se estd probando. Generalmente la inmunoglobuli-
na cque se prueba estd presente en exceso. Generalmente,
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cuando un dnticuerpo que compite estd presente en exceso,
éste inhibirad la unién especifica de un anticuerpo de refe-
rencia a un antigeno comin por al menos 50 o 75%. .

Un epitope también es reconocido por células inmunolé-
gicas, por ejemplo células B y/o células T. El reconoci-
miento celular de un epitope pueden ser determinados por
ensayos in vitro que niiden la proliferacién dependiente del
ant{geno, como lo determina la incorporacién de ?3H-
.timidina, por secrecidén de citosina, por secrecién de anti-
cuerpos, o por la destruccién de los antigenos dependientes
(el ensayo de linfocitos T-citotéxico). .

Epitopes de ejemplo o determinantes antigenos pueden
ser hallados dentro de la proteina precursora amiloidea
humana (APP), pero se hallan de preferencia dentro del pép-
tido Aﬂ del APP. Existen muchas isoformas de APP, por ejem-
plo APP™® APP™! y APP"". Los aminoécidos dentro del APP re-
ciben mimeros que se asignan de acuerdo a la secuencia de
la isoforma APP'"® (ver por ejemplo GenBank Accesidén No.
P05067). AP (al cual también nos referimos aqui como pépti-
do beta amiloide y A-beta) péptido es un fragmento interno
4-kDa de aminodcidos 39-43 de APP (AB39, AB40, AP4l, Ap42 y
AP43Y. AP40 por ejemplo, consta de residuos 672-711 de APP
y AB42. consta de residuos 673-713 de APP. Como resultado
del procesamiento proteolitico de APP por medio de diferen-
tes enzimas de la secretdsea in vivo o in situ, AP se* halla
tanto en una “forma corta’, 40 aminoAcidos de longifud, y
una “forma larga”, que va desde 42-43 aminodcidos de<longi-
tud. Los epitopes preferidos o .determinantes antigenos, co-
mo se describen acd estdn ubicados dentro del término N del
péptido AP e incluyen residuos dentro de los aminodcidos 1-
10 de AR, de preferencia los residuos 1-3, 1-4, 1-5, 1-6,
1-7 o 3~-7 de Ap42. lLos epitopes adicionales que nos hemos
referido o -determinantes antigenos incluyen residuos 2-6,
2-7, 2-8, 4-7 de Ap42.

El término"enfermedad amﬁ101deogén1ca' incluye cual-
quier enfermedad que esté asociada con (o causada por) la
formacién o deposicidén de fibrilas insolubles amiloideas.
Enfermedades amiloidégenas- de ejemplo incluyen, pero no ge
limitan a, amiloidosis sistémica, la enfermedad de Alzhei-
mer, la diabetes que empieza en la madurez, el mal de Par-
" kinson, la enfermedad de Huntington, la demencia fronto-
temporal y las encefalopatias esponjiformes transmisibles
relacionadas al prion (las enfermedades kuru y Creutzfeldt-
Jacob en humanos y la scrapie y la BSE en el ganado bovino
y 'vacuno respectivamente). Las diferentes enfermedades ami-
loidégenas esté&n definidas o caracterizadas por la natura-
leza del polipéptido que '‘compone las fibrilas depositadas.
Por ejemplo, en sujetos o pacientes que tienen la enferme-
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dad de Alzheimer, la proteina amiloide-f (por ejemplo del
tipo silvestre, variante, o truncado de la proteina f-
amiloide) es el componente polipéptido que caracterizatel
depdsito amiloideo. En consecuencia, la enfermedad de Alz-
heimer es un ejemplo de una “enfermedad caracterizada por
depésitos de AB” o una “enfermedad asociada con depdésitos
de AB”, por ejemplo en el cerebro de un sujeto o paciente.
Los términos “proteina amiloide-p”, “péptido amiloide-p~,
*amiloide-p”, “AB” y “péptido AB” se usan de manera inter-
cambiable aqui.

El término “dosis efectiva” o “dosificacién efectiva*”
se define comoe una cantidad suficiente para lograr o al me-

. nog parcialmente lograr el efecto deseado. El término "do-

sis terapéuticamente efectiva” se define como una cantidad
suficiente para curar o al menos parcialmente detener la
enfermedad y sus complicaciones en un paciente que ya esté
sufriendo la enfermedad. Las cantidades efectivas para este
uso dependeridn de la severidad de la infeccidn y del estado
general del sistema inmunoldgico del paciente.

El término “paciente” incluye a los humanos y otros
sujetos mamiferos que reciban tratamiento ya sea profiléc-
tico-'o terapéutico soluble o disociado AP 'se refiere a un
poligéptido AR que no estd acumulado o desagregado. Insolu-
ble Ap se refiere a un polipéptido AR acumulado, por ejem-
pPlo, Af mantenido por enlaces no covalentes. AR 9%Appor
ejemplo AB42) se cree que se acumula, al menos en parte,
debido a la presencia de residuos hidréfobos del terminal C
del péptido (parte del dominio de las transmembrana de
APP). Un método para preparar AP soluble es disolver pépti-
do liofilizado en DMSO purc con sonicacién. La solucién re-
sultante es centrifugada para eliminar cualquier particula
insoluble.

I. Reagentes Terapéuticos-e Inmunolégicos

Los reagentes terapéuticos e inmunoldgicos de la -in-

‘vencién comprenden o consisten inmunogenos o anticuerpos -0

funcionales o fragmentos de unién anfigenas de los mismos
como se definen aqui. - Se sabe que la unidad estructural ba-
sica- del anticuerpo comprende un tetramero de subunidades.
Cada tetramero esti compuesto de dos pares idénticos de ca-

"denas polipéptidas, cada par teniendo una cadena “ligera”

(alrededoxr de 25 kDa) y una cadena " “pesada” {(alrededor de
50-70 kDa). La porcién amino-terminal de cada cadena inclu-
ye una regiédn variable de entre 100 a 110 o mas aminodcidos
que son responsables primordialmente por el reconocimiento
dé antigenos. lLa porcién terminal-carboxy de cada cadena
define una regién constante que es responsable primordial-
mente en la funcién de efectuar.

15



Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o Lambda
y son de alrededor de 230 .residuos de longitud. Las cadenas

pesadas se clasifican como gamma (Y}, mu (p), alpha (&),
delta (8)., o epsilon (&), son de alrededor de 450-600 resi-
duos en longitud, y definen el isotopo del anticuerpo como
IgG, IgM, IgA, IgD y IgE, respectivamente. Las cadenas pe-
sadas y ligeras estin dobladas en dominios. El término “do-
minio” se refiere a la regién globular de una preteina, por
ejemplo, una inmunoglobulina o anticuerpo. Los dominios de
la inmunoglobulina o anticuerpo incluyen por ejemplo, 3 o 4
lazos péptidos estabilizados por una placa doblada B y un
enlace de intercadenas disulfido. Las cadenas ligeras -in-
tactas tienen por ejemplo dos dominios (Vi ¥ C;) y las ca-
denas pesadas intactas tienen por ejemplo, cuatro o cinco
domin:i.os (Vu, Cul, C"2 Yy CH3) .

"Dentro de las cadenas ligera y pesada, las -regiones
constante y variable se encuentran unidas por una regidn
*J* de alrededor de 12 o mas aminodcidos, donde la cadena
pesada también incluye una regién *"D” de alrededor de 10 o
mas aminodcidos. (Ver generalmente, Fundamental Immunology
(paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)), Ch. 7,
que se incorpora agqui como referencia en su totalidad para
todos sus propdsitos).

Las regiones variables de cada par de cadenas, lige-
. ra/pesada forman el punto de unién del anticuerpo. Por 1lo
tanto un anticuerpo intacto tiene dos puntos de un16n Ex-
.cepto en los anticuerpo bifuncionales o blespeciflcos, los
dos puntos de unién son los mismos. Todas las cadenas ex-
hiben la misma estructura general de regiones de cuadro re-
lativamente conservadas (FR) unidas por tres regiones hi-
_pervariables, también denominadas regiones de determinacidn
‘de complementariedad o CDRs. Los CDRs de las dos cadenas
.de cada par estén alineados por las regiones de cuadro per-
mitiendo la unién. a un epitope especifico. Del N terminal
‘al C terminal ambas cadenas ligera y pesada comprenden los
dominios FR1l,. CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. “FR4" tam-
bién se denomina en el arte como la regiém D/J de la cadena
variable pesada y la regién J de la cadena variable ligera.
La asignacién de amino&cidos a ca@da dominio estd de acuerdo
con las definiciones de Rabat, Sequences of Proteins of Im-
munological Interest (Nacional Institutes of Health, Bet-
hesda, MD, 1987 y 1991). Una definicién estructural alter-
nativa ha sido propuesta por Chothia et al., J. Mol. Biol.
196:901 (1987); Nature -342:878 (1989); y J. Mol. Biol.
186:651 (1989) (de aqui en adelante se denominarin de mane-
ra colectiva *Chothia et al.” Y se incorporan como referen-
cia en su totalidad para todos sus propdésitos).
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A. AP Anticuerpos
Los agentes terapéuticos de la invencién incluyen #n-

ticuerpos que especificamente se unen a AR u otro componen-
te de las placas amiloideas. Tales anticuerpos pueden ser
monoclonales o policlonales. Algunos de dichos anticuerpos
se unen especificamente a la forma agregada del AP sin
unirse a la forma soluble. Algunos se unen especificamente
a la forma soluble sin unirse a la forma agregada. Algunos
se unen tanto a la forma agregada como a la forma soluble.
Algunos de dichos anticuerpos se unen a una forma corta que
ocurre en la naturaleza del AP (es decir Ap39, 40 o 41) sin
unirse a la forma larga de ocurrencia natural de AP (es de-
cir Af42 y AB43). Algunos anticuerpos se unen a la forma
larga de AP sin unirse a la forma corta. Algunos anticuer-
- pos se unen a AP sin unirse a la proteina precursora ami-
loidea de longitud total. Los anticuerpos usados en los mé-
. todos terapéuticos de preferencia -tienen una regién cons-
tante intacta al menos suficiente de la regién constante
para 1nterac;uar con un receptor Fc. El isétopo humano IgGl
es preferido debido a que tiene la mayor afinidad de 1los
sotipos humanos para el receptor FcRI en las células fago-
citichs. Los fragmentos.Fab biespecificos también pueden
usarse, en los cuales un brazo del anticuerpo tiene la es-
pecificidad para el AR y el otro para el receptor Fc. ‘Algu-
nos anticuerpos se unen a AP con una afinidad de unién ma-
¥'or que (o igual a) alrededor de 10%, 107, 10° 10° o 40" M

La sepa policlonal tipicamente contiene poblaciones
mixtas de anticuerpos que se unen a diversos epitopes a to-
do lo largo de AB. Sin embargo la, sepa policlonal puede ser
especifica para un segmento particular de Af, tal como APl-
10. Los anticyerpos monoclonales se unen a un epitdpe espe-
cifico dentro de AP que puede ser un epitope conformacional
©0 no conformacional. La eficacia profildctica y terapéutica
de los anticuerpos puede ser analizada usando los. procedi-
mientos de modelo animal transgénico que se describen en
los Ejemplos. Los anticuerpos monoclonales preferidos se
unen a -un epitope dentro de los residuos 1-10 de AfR (con el
primer terminal de residuo N del AP natural designado 1).
Algunos anticuerpos- monoclonales preferidos se unen a un
epitope dentro de los aminodcidos 1-5, y algunos a un epi-
tope dentro del 5-10. Algunos anticuerpos preferidos se
unen a epitopes con aminodcidos 1-4, 1-5, 1-6, 1-7 o 3-7.
Algunos antlcuerpos preferidos se unen a un epitope que em-
pieza en los residuos 1-3 y termina en los residuos 7-11
del AB. Los anticuerpos menos preferidos incluyen a aque-
llos que se unen a epitopes con residuos 10-15, 15-20, 25-
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- 30, 10-20, 20, 30" 10-25 de AB. SE recomienda- que dichos

anticuerpos sean -analizados en su actividad en los ratones
de modelo que se describen en los ejemples antes de su uso.
Por ejemplo se ha descubierto que ciertos anticuerpos para
los epitopes dentro de los residuos 10-18, 16-24, 18-21 y
32-42 no tienen suficiente actividad. En ciertos métodos,
los anticuerpos monoclonales miltiples que tienen especifi-
cidades de unién a diferentes epitopes son usados. Tales
anticuerpos pueden ser administrados secuencial o simulté-
neamente. Los anticuerpos para los compones amiloideos que
no sean el Af también se pueden usar (por ejemplo adminis-
trados o coadministrados). Por ejemplo los anticuerpos pue-
den ser dirigidos a la proteina sinucleica asociada al ami-
loideo. '

Cuando se dice que un anticuerpo se une a un epitope
dentro de residuotes pacificos tales como Af 1-5 por ejem-
Pleo, .1lo que quiere decir que el anticuerpo especificamente
se une a un polipéptidoc gque contiene los-residuos especifi-
cados (es decir AP 1-5 en este ejemplo). Dicho anticuerpo
no necesariamente contacta cada residuo dentro de Af 1-5.
Tampoco cada substitucién o eliminacién de un aminoécido
con el Ap A 1-5 afecta significativamente la. afinidad de

“unién’. La especificidad del epitope de un anticuerpo puede

ser determinada por ejemplo mediante la formacidén de una
libreria de muestras de fajias en la cual diferentes ele-
mentos muestran diferentes subsecuencias de AB. La liBreria
de muestras de fajias es entonces seleccionada parxa los
miembros que especificamente se unen & un anticuerpo que se
estd examinando. Se aisla una familia de secuencias. Tipi-
camente dicha familia contiene una secuencia nuclear comin,
y longitudes variables de secuencias flanqueantes o flan-
queadoras en diferentes miembros. La secuencia de nlicleo
mas corta’ que muestra una unién especifica al anticuexpo
define- el limite del epitope para el anticuerpo. Los anti-

‘cuerpos también se pueden examinar para su especificidad de
-~ -epitope en.un ensayo- de competencia con un anticuerpo cuya

especificidad de epitope halla sido determinada de antema-
no. Por ejemplo_loé anticuerpos que compiten con el anti-
cuerpo 3D6 para la unidén a un AP en el mismo o un epitope
similar como el 3D6, es decir dentro de los residuos Af 1-
5. De la misma manera los anticuerpos gue compiten con el
anticuerpo 10D5 se unen al mismo o a un epitope similar,
es decir dentro de los residuos AP 3-6. Los anticuerpos de
filtro para la especificidad del epitope son un predictor
mly usual de la eficacia terapéutica. Por ejemplo un anti-
cuerpo determinado para unirse con un epitope dentro de re-
siduos 1-7 de AR es probable que sea efectivo en la preven-
cién y el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

18



Los anticuerpos monoclonales o policlonales que espe-
cificamente se unen a un segmento preferido de AP sin unir-
se a otras regiones de AP tienen un nimero de ventajas re-
lativas con respecto a los anticuerpos monoclonales que se
unen a otras regiones o la sepa policlonal para el AP in-
tacto. Primero para dosificaciones de igual masa, las dosi-
ficaciones de anticuekrpos que sé unen especificamente a
segmentos preferidos que contienen una dosificacién molar
mayor de anticuerpos efectivos en la limpieza de placas
amiloideas. Segundo los anticuerpos que especificamente se
unen a segmentos preferidos pueden inducir a una respuesta
de aclaracién contra los depésitos amiloideos sin inducir
una respuesta de aclaracidén contra los polipéptidos APP in-
tactos, reduciendo por lo tanto lo efectos secundarios. po-

tencialed.

1.Produccién de Anticuerpos no Humanos

La presente invencién presenta anticuerpos no humanos,’

. por ejemplo, anticuerpos que tienen especificidad por los

" epitopes preferidos AP de la invencidén. Dichos anticuerpos
pueden ser usados en la formilacién de diversas composicio-
nes terapéuticas de la invencién o de preferencia proveer
regiohes de determinacién de complementariedad parxa. la
produccién de anticuerpos humanizados 0 Qquiméricos (que se
describen en detalle mAs abajo). La produccién de anticuer-
pos monoclonales no humanos, por ejemplo de murina,” cuy,
primates, conejos o ratas, puede ser lograda por medio de,

por ejemplo, la inmunizacién del animal con AB. Un polipép-

tido mds largo que comprende AP o un fragmento inmunogénico
~de AP o anticuerpos anti-ideotipicos contra un .anticuerpo
"del AP también se pueden usar. Ver Harlow & Lane, supra,
(que- se incorpora como referencia para todos los propdsi-
" tos). Dicho inmunégeno puede ser obtenido de una fuente na-
tural, por sintesis de péptides o por -una expresidén recom-
binante. Opcionalmente,. el inmunégeno puede ser administra-
. do en fusién o de otra manera en un- complejo que lleve un

portador de proteina, como se describe mas abajo. Opcional-,

mente, el inmundgeno puede ser administrado con un adyuvan-
te. El término “adyuvante” se refiere a_ un compuesto que
cuando es administrado en conjunto con un antigeno ‘aumenta
la respuesta inmune del antigeno, pero cuando se administra
.80lo no genera una respuesta inmune al antigeno. Los adyu-
vantes pueden aumentar una respuesta inmunolégica por medio
de diversos mecanismos que incluyen el reclutamiento de
linfocitos, la estimulacién de células B y/o células T, ¥y
."la estimulacién de macrofajias. Se puede usar diversos ti-
pos de adyuvante como se describe mas abajo. El adyuvante
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completo Freund seguido por un adyuvante incompleto se pre-
fiere para la inmunizacién de los animales de laboratorio.
Los conejos o los cuyes son usados tipicamente paratla
fabricacion de anticuerpos policlonales. Una preparacién de
ejemplo de anticuerpos policlonales, es decir para la pro-
teccidn pasiva se puede llevar a cabo como sigue. 125 rato-
nes no transgénicos son inmunizados con 100 pg Afl1-42, mas
el adyuvante CFA/IFA, y son eutanizados a los 4 o 5 meses.
Se recolecta la sangre de los ratones inmunizados. Se sepa-
xa el IgG de los otros componentes de la sangre. El anti-
cuerpo especifico para el inmunogeno podria ser parcialmen-
te purificado por una cromatografia de afinidad. Un prome-
dio de entre 0.5 a 1 mg de anticuerpo especifico de inmuno-
geno se obtiene por ratén dando un total de 60 a 120 mg.
Los ratones se usan tipicamente para hacer anticuerpos
monoclonales. Los monoclonales pueden ser preparados contra
un fragmento por medio de la inyeccién del Eragmento o una
"forma mas larga de Af dentro de un ratén, la preparacién de
hibridomas y el filtrado de las hibridomas para buscar un
anticuerpo que especificamente se una a Af. Opcionalmente
los anticuexpos son analizados para la unidén a una regidn
especifica o un fragmento deseado de AP sin unirse a otros
fragnentos que no estén traslapados de AP. El idltimo tipo
de filtrado puede ser logrado por medio de la determinacién
de la unién de un anticuerpo a una coleccidén de mutantes de
eliminacién de un péptido AP y la determinacién de qie mu-
tante de eliminacién se une al anticuerpo. La unidn también
se puede evaluar por ejemplo por medio de la acumulacidn
Western o ELISA. El fragmento mas pequefio que muestra unidén
especifica al anticuerpo define el epitope del anticuerpo.
Alternativamente, la especificidad del epitope puede ser
determinada por un ensayo de competencia en el cual un an-
ticuerpo de prueba y uno de referencia compiten para unirse
al AB. Si los anticuerpos de prueba y referencia compiten
entonces ellos se pueden unir al mismo epitope o epitopes
que estén suficientemente préximos de manera que la unién
de un anticuerpo interfiere con la unién del otro. El iso-
tipo preferido para dichos anticuerpos es un ratdén del iso-
. tipo IgG2a o el isotipo equivalente en otras especies. El
ratén isotipo IgG2a es el equivalente del isotipo humano

IgGl. .

2. Anticuerpos Quiméricos y Humanizados

La presente invencién también presenta anticuerpos
qiiméricos y/o humanizados (es decir inmunoglobulinas qui-
méricas y/o0 humanizadas) especificos para el péptido Ami-
loideo Beta. Los anticuerpos humanizados o quiméricos tie-
nen la misma o similar especificidad de unidn y afinidad
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gue un ratdén u otro anticuerpo no humano que provee el ma-
terial inicial para la construccién de un antlcuerpo qulmé-
rico o humanizado.

A. Produccién de Anticuerpos Quiméricos

Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos cuyos genes
de cadena ligera y pesada han sido construidos, tipicamente
por ingenieria genética, a partir de segmentos de gen de
inmunoglobulina que pertenecen a diferentes especies. Por
ejemplo los segmentos variables (V) de los genes de un an-
ticuerpo monoclonal de ratén podrian ser unidos a un seg-
mento constante humano (C), tal como el IgGl y el IgG4. Se
prefiere el isotipo .humano IgGl. Un anticuerpo quimérico
tipico es por lo tanto una proteina hibrida que consiste
. 'del dominio de unién del antigeno o V de un anticuerpo de
ratén y el dominio de efecto o C de un anticuexrpo humano.

B. Produccidén de Anticuerpos Humanizados

Los anticuerpos humanizados son anticuerpos que tienen
residgos de cuadro de regién variable substancialmente a
partir de un anticuerpo humano (denominade un anticuerpo
.del receptor) y regiones de determinacién de complementa-
riedad substancialmente de un anticuerpo de ratén (denomi.-
nado inmunoglobulina del donante) Ver, Queen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989), US 5,536,101,
Us 5,585,089, US 5,693,761, US 5,693,762, Selick et al., wo
90/07861, y Winter, US 5,225,539 (que se incorporan aqui
como referencia en su totalidad para todos los propésitos).
Las regiones constantes, si estuvieran presente, también
son substancialmente o completamente de una inmunoglobulina
humana.
" La substitucidén de CDRs de ratén dentro de un cuadro

- de dominio de variable humana es muy probable que resulte

en la retencién de su orientacidén espacial correcta si el
cuadro del dominio de la variable humana adoptd la misma o
una conformacién similar al cuadro variable del ' ratén del
cual los CDRs .se originaron. Esto se logra por medio de la
.obtencién de dominios wvariables humanos a partir de anti-
" cuerpos humanos cuyas secuencias de cuadro exhiben un alto
grado de identidad de secuencia con los dominios del cuadro
de la variable de murina de los cualées se derivan los CDRs.
Las regiones de cuadro de las cadenas variables pesada y
ligera pueden ser derivadas de la misma o de una distinta
secuencia de anticuerpo humana. lLa secuencia de anticuerpos
himanas pueden ser las secuencias- de anticuerpos humanos
gue ocurren naturalmente o-podrian ser secuencias de con-
~ senso de diversos anticuerpos humanos. Ver Kettleborough et

al., Protein Engineering 4:773 (1991); Kolbinger et al.,
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Protein Enginnering 6:971 (1993) y Carter et al., Wo

92722653,
Habiendo identificado las regiones de determinacidrn®*de

complementariedad de la inmunoglobulina del donante murina
y las inmunoglobulinas apropiadas del receptor humano, el
siguiente paso es determinar cuales, si los hubiera, resi-
duos de estos componentes deben ser substituidos para opti-
mizar las propiedades del anticuerpo humanizado que resul-
ta. En general, la substitucidén de los residuos de amino4-
cido humano con los de murina debe ser minimizada debido a
que la introduccién de residuos de murina aumenta el riesgo
de que un anticuerpo provoque una respuesta de anticuerpos
humanos anti-ratén (HAMA) por parte de los humanos. Métodos
reconocidos ‘en este campo para determinar la respuesta in-
nune se pueden llevar a cabo para monitorear la respuesta
HAMA en un paciente en particular o durante los ensayos
‘clinicos. A los pacientes a los que se les administra anti-
cuerxpos humanizados se le puede dar una evaluacién de inmu-
nogenecidad al comienzo y a través de la administracién de
dicha terapia. La respuesta HAMA se mide por ejemplo, me-
diante la deteccidén de anticuerpos contra el reagente tera-
péutico humanizado, en muestra de.suero del paciente usando
un método conocido para todos los que trabajan en este cam-
po, que incluyen la tecnologia de resonancia del plasma su-
perficial (BIACORE) y/o un andlisis de fase sélida ELISA.
Ciertos aminodcidos de los residuos de cuadro de la
regién variable humana son seleccionados para la sulfstitu-~
cién basados en su posible influencia en la conformacién
CDR y/o su unidén al antigeno. La yuxtaposicién no natural
de regiones CDR de murina con las regiones de cuadro de va-
riable humana podrian traer como resultado unos frenos con-
formacionales no naturales, los cuales a menos que sean CO-
rregidos mediante la substitucidn de ciertos residuos de
aminoédcidos llevarian a la pérdida de.la afinidad de unién.
La seleccién de los residuos de aminodcido para la
substitucién se determina en parte, mediante un modelo de
computadora. El1 hardware y el software para computadora se
describen aqui para la produccién de imigenes tridimensio-
nales de moléculas de inmunoglobulina. En general, los mo-
delos moleculares son producidos empezando a partir de es-
tructuras resueltas para cadenas de inmunoglobulina o domi-
nio de las mismas. Las cadenas que se debe modelar son com-
paradas para buscar similaridad de secuencia de aminodcido
con cadenas o dominios de estructuras solucionadas tridi-
ménsionales, y las cadenas o dominios que muestran la mayor
similaridad de secuencia es o son seleccionadas como punto
de inicio para la construccién del modelo molecular. Las
estructuras de inicio solucionadas son modificadas pare



permitir que las diferencias de los aminodcidos reales en
las cadenas de inmunoglobulinas o en sus dominios sean mo-
deladaos y para aquellos en la estructura de inicio. Las es-
tructuras modificadas son entonces ensambladas dentro de
una inmunoglobulina compuesta. Finalmente el modelo se re-
fina mediante la minimizacién de energia y mediante la ve-
rificacién de que todos los &tomos estdn dentro de las dis-
tancias apropiadas uno del otro y que las distancias de
unién y los a&ngulos estan dentro de los limites quimicamen-
te aceptables.

La seleccidén de los residuos de aminodcido para la
substitucién también puede ser determinada, en parte, me-
diante la examinacién de las caracteristicas de los amino&-
cidos en ubicaciones particulares, o la observacién empiri-
ca de los efectos de substitucién o mutagenesis de aminoa-
cidos en particular. Por ejemplo cuando un aminodcido di.-
fiere entre un residuo de cuadro de regién variable y un
residuo de cuadro de regién variable de un humano seleccio-
nado, el cuadro de amino&cido del humano deber4 normalmente
ser: substituido por su cuadro equivalente de aminoicido del
anticuerpo del ratén cuando se .pueda esperar razonablemente
que e) aminodcido:

‘1) se una de manera no covalente al antigeno direc-

" tamente,
{2) esté adyacente a una regidén CDR,
{3) de otra manera interactie con una regién CDR (es

decir dentro .de alrededor de 3-6 A de una regién CDR como
1o determina el modelo de computadora), o

(4) participe en le interfase de VL-VH.

Los residuos que se *“unen de manera no covalente al
antigeno directamente” incluyen aminodcidos en posiciones
. en regiones de cuadro que tienen una buena probabilidad de
interactuar directamente con los aminodcidos del antigeno
_de acuerdo a las fuerzas quimicas establecidas, por ejem-
~plo, por la unién al hidrégeno, las fuerzas de Van der
Waals, la interaccién hidréfoba y similares.

Los CDR y las regiones de cuadro son como se deflnen
en Kabat et al., o en Chotia et al., mas arriba. Cuando los
residuos de cuadro, como lo define Kabat et al., mas arri-
ba, constituyen unos residuos de lazo estructural como los
define Chotia et al. mas arriba, los aminodcidos presentes
en- el anticuerpo del ratén pueden ser seleccionados para la
substitucién dentro del anticuerp¢ humanizado. Los residuos
‘que estén adyacentes a una regién CDR incluyen residuos
aminodcidos en-posiciones inmediatamente adyacentes a uno-o
mas de los CDRs en la secuencia primaria de la cadena de
inminoglobulina humanizada, por ejemplo, en posiciones in-
‘'mediatamente adyacentes a una CDR como lo define Kabat o a
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una CDR como lo define Chotia (Ver Chotia and Lesk JMB
196:901 (1987)). Estos aminodcidos son en particular muy
probable que actien con los aminodcidos en los CDRs y'ssi
son escogidos del receptor que distorsionen los CDRs del
donante y reduzcan la afinidad. Mas ain los aminodcidos ad-
yacentes podrian interactuar directamente con el antigeno
(Amit et al., Science,  233:747 (1986)., la cual se incorpora
aqui como .referencia) y- seleccionar estos aminodcidos a
partir del donante podria ser deseable para mantener todos
los ‘contactos antigenos que proveen afinidad en el anti-
cuerpo original.

Los residuos que *de otro modo interactidian con una re-

gidn CDR” incluyen aquellos que son determinados por un
andlisis estructural secundario como que estén en la orien-
tacién espacial suficiente para afectar una regién CDR. En
una realizacién, los residuos que de otra manera interacti-
an con una regién CDR son identificados mediante el an&li-
- 8is de un modelo tridimensional de la inmunoglobulina del
donante (por ejemplo un modelo generado por computadora).
Un modelo tridimensional, tipicamente del anticuerpo del
donante original, muestra que cierto aminodcidos fuera de
las GDRs estén cercanas a las CDRs y tienen una buena pro-
babilidad de interactiar con aminodcidos en las CDRs me-
diante la unién por hidrogeno, las fuerzas Van der Waals,
interacciones hidréfobas, etc. En estas posiciones de¢ ami-
nodcidos, el aminodcido de la inmunoglobulina del ddnante
en lugar del aminodcido de la inmunoglobulina del receptor
podria ser seleccionado. Los .aminoicidos de acuerdo a este
criterio generalmente tendrdn un Atomo de cadena lateral
dentro de tres unidades angstrom (A) del mismo &tomo en las
CDRs y deberén contener un &tomo que pueda interactuar con
los Atomos CDR de acuerdo a las fuerzas gquimicas estableci-
" das tales como aquellas que se listan anteriormente.
_ En el caso de 4tomos que podrian formar una unién de
hidrégeno, los 3A .se miden entre sus micleos, pero en los
. &tomos que no forman una unién, los 3A se miden entre sus
superficies Van' der Waals. Por lo tanto en el Wdltimo caso
los nicleos deben estar. dentro de alrededor de 6A (3 A mas
la suma de los radios de Van der Waals) para que los Atomos
se consideren capaces de . B interactuar. En muchos casos los
nicleos estardn 4 o 5 o 6A separadds. En la determinacidn
de si un aminoidcido puede interactuar con las CDRs, se pre-
fiere no considerar los Gltimos 8 aminodcidos de la cadena
pesada CDR 2 como parte de las CDRs, debido a que desde el
punto de vista de la estructura estos 8 aminoAcidos se com-
portan mas como -parte del cuadro.

Los aminoAcidos que son capaces de interactuar con los
aminodcidos en las CDRs podrian ser identificados de otra
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manera todavia. El 4rea de la superficie accesible del sol-
vente de cada cuadro del aminodcido se calcula de dos mane-
ras: (l)en el anticuerpo intacto, y (2)en una molécula
hipotética que consiste de un anticuerpo donde ‘se ha quita-
do la CDR. Una diferencia significativa entre estos mimeros
es que alrededor de 10 angstroms cuadrados o mas demuestra
que el acceso del cuadro de aminodcido al solvente es al
menos parcialmente bloqueado por las CDRS, y por lo tanto
que el aminodcido estd haciendo contacto con las CDRs. El
dread de la superficie accesible del solvente.de un aminoé-
cido puede ser calculado basado en un modelo tridimensional
. de un anticuerpo, usando algoritmos conocidos en esta cien-
cia (por .ejemplo Conolly, J. Appl. Cryst. 16:548 (1983) y
Lee and Richards, J. Mol. Biol. 55:379 (1971), ambas son
incorporadas .aqui como referencia). Los aminodcidos de cua-
- dro podrian también ocasionalmente interactuar con las CDRs
indirectamente, afectando la conformacidén de otro cuadro de
aminoadcido que a su vez entra en contacto con las CDRs.

Se sabe que los aminodcidos en diversas posiciones del
cuadro son capaces de interactuar con las CDRs en muchos
anticuerpos (Chotia and Lesk, mas arriba, Chotia et al.,
mas arriba y Tramontano et al., J. Mol. Biol. 215:175
(1990, los cuales son incorporados aqui como referencia),
de manera notable los aminodcidos.en las posiciones 2, 48,
64 vy 71 de la cadena ligera y el 26-30, 71 y 94 de la‘tcade-
na pesad (la numeracién de acuerdo a Kabat) se sabe qie son
capaces de interactuar con las CDRs en muchos anticuerpos.
Los aminodcidos en las posiciones 35 en la cadena ligera y
- 93 y 103 en la cadena pesada también es posible que .inter-
actien con las CDRs. En todas estas posiciones numeradas,
se prefieré escoger el aminodcido del donante en lugar que
el aminodcido del receptor (cuando son diferentes) para que
estén en la inmunoglobulina humanizada. Por otra parte,
ciertos residuos capaces de interactuar con la regién CDR,
tales como loe primeros 5 aminodcidos de la cadena ligera,
podrian a veces ser escogidos de la inmunoglobulina del re-
ceptor sin perder la afinidad .en la .inmunoglobulina humani-
zada.
Los residuos que “participan en la interfase VL-VH” o
*residuos de empaque” incluyen aguellos residuos en la in-
terfase entre VL y VH como se define por ejemplo. en Novotny
.and Haber Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:4592-66 (1985) o
Chotia et al., mas arriba. En general, los residuos de em-
paque inusuales deberdn ser retenidos en el anticuerpo
himanizado si estos difieren de aquellos en lgs cuadros
humanos.

En general, uno o mas de los aminodcidos que cumplen
"con los criterios antes mencionados se substituyen. En al-
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gunas realizaciones, todos o la mayoria de aminodcidos que
cumplen los criterios arriba mencionados son substituidos.
Ocasionalmente, existe cierta ambigiiidad con respecto assi
un aminodcido en particular cumple con los criterios ante-
riores y se producen inmunoglobulinas variantes, una -de las
cuales tiene esa substitucién en particular, la otra que no
la tiene. Las inmunoglobulinas variantes alternativas pro-
ducidas de esta manera pueden ser praobadas en cualquiera de
.los ensayos descritos aqui para la actividad deseada, y se
seleccionard la inmunoglobulina preferida.

Usualmente, las regiones CDRs en los anticuerpos huma-

nizados son substancialmente idénticas y més usualmente
idénticas a las regiones CDRs correspondientes en el anti-
cuerpo del donante. Aunque no es lo mas deseable a veces es
posible hacer una o dos substituciones conservativas de
‘aminodcidos de los residuos CDR sin afectar apreciablemente
la afinidad de unién de la inmunoglobulina humanizada re-
sultante. Como substituciones conservativas entendemos las
combinaciones como gly, ala; val, ile, leu; asp, glu; asn,
gln; ser, thr; lys, arg; y phe, tyr.
. éandldatos adicionales -para la subst1tuc16n son ami-
nodcidos del cuadro del receptor humano que son inusuales o
raros para una.inmunoglobulina humana en esa posicién. Es-
tos' aminodcidos pueden ser substituidos con aminodcidos de
las posiciones equivalentes del anticuerpo del donante ra-
tén o de posiciones equivalentes de inmunoglobulinas’huma-
nas mas tipicas. Por ejemplo, las substitucién podria ser
deseable cuando el aminoacido en la regién del cuadro huma-
no de la inmunoglobulina del receptor es rara para esa po-
sicién vy el aminodcido correspondiente en la inmunoglobuli-
na del donante es comin para esa posicidén en las secuencias
de inmunoglobulina humanas o cuando el aminodcido en la in-
mmoglobulina del receptor  -es rara para esa posicidén y el
aminodcido correspondiente en la inmunoglobulina del donan-
te también es rara con-relacién a otras secuencias humanas.
Estos criterios ayudan a asegurarse de qQue .un aminodcido
atipico en el cuadro humano.no .interrumpa la’estructura del
.anticuerpo. Mas ain, por medio del reemplazo de un aminoa-
cido inusual con un aminoacido del anticuerpo del donante
que parece ser tipico para los anticuerpos humanos, el an-
ticuerpo humanizado podria hacerse menos inmunogénico.

El término “raro’, como se usa aqui, indica un aminoé-
cido Que ocurre en esa posicién en menos del 20% pero en
mas del 10% las secuencias de }a regién V de la cadena
himana pesada o ligera én un banco de datos representativo,
y el término “comin” como se usa aqui .indica un aminodcido
Qque ocurre en mas de alrededor de 25% pero normalmente mas
del 50% de las secuencias en una base de datos representa-
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tiva. Todas las secuencias de regién variable de cadena
humana ligera y pesada son agrupadas respectivamente en
subgrupos de secuencias que son especialmente homologas en-
tre si y que tienen los mismos aminocdcidos en ciertas posi-
ciones criticas (Rabat et al., mas arriba). Cuando se deci~-
de s5i un aminoAcido en una secuencia de receptor humano es
raro o comin entre las secuencias humanas, seri preferible
a menudo considerar solo aquellas secuencias humanas en el
.mismo subgrupo de la secuencia del receptor.

Candidatos adicionales para la substitucién son ami-
nodcidos del cuadro del receptor humano que .serian identi-
ficados como parte de una regién de CDR bajo la definicidn
alternativa que propone Chotia et al., mas arriba. Candida-
tos adicionales para la substitucién son los amino&cidos
del cuvadro humano del receptor que serian identificados co-
mo parte de una regidén CDR bajo las definiciones de AbM y/o
contacto. De manera notable, CDR1l en la cadena variable pe-
.sada se define como que incluye los residuos 26-32.

Excepto por las substituciones de aminodcidos especi-
ficos que se discuten lineas arriba, las regiones de cuadro
de las inmunoglobulinas humanizadas son por lo general
substancialmente idénticas, y mas por lo general, idénticas
a las’' regiones de.cuadro de los anticuerpos humanos de los
cudles ellos fueron derivados. Por supuesto, muchos de los
amincdcidos en la regién del cuadro contribuyen muy poco o
no contribuyen directamente a la especificidad o afinidad
de un anticuerpo. Por lo tanto muchas substituciones con-
servativas individuales de residuos de cuadro podrian ser
toleradas sin un cambio apreciable de la especificidad o
afinidad de la inmunoglobulina resultante. Por lo tanto, en
una realizacién la regidén de cuadro variable de la inmuno-
globulina humanizada comparte al menos el 85% de la identi-
dad de secuencia de una secuencia de regién de cuadro va-
riable humana o de consenso de tales secuencias. En otra
realizacién, la regién de cuadro variable de la inmunoglo-
bulina humanizada comparte al menos el 90%, de preferencia
95%, de mayor preferencia 96%, 57%, 98% o 99% de identidad
" de secuencia con una secuencia de regidén de cuadro variable
-humana o el consenso de tales secuencias. En general, sin
embargo tales substituciones no son deseables.

Los anticuerpos humanizados de preferencia exhiben una
" afinidad de unién especifica al antigeno de al menos 107,
10°, 10° o 10 M. Por lo general el limite superior de
afinidad de unién de los anticuerpos humanizados al antige-
nd esta dentro de un factor de tres, cuatxo o cinco de
aquel de la inmunoglobulina del donante. A menudo el limite
inferior de la afinidad de unién también se encuentra de-
ntro de un factor de tres, cuatro o cinco con relacidn al
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de la inmunoglobulina del donante. Altermativamente, 1la
afinidad de unién podria ser comparada a la de un anticuer-
po humanizado que no tenga substituciones (por ejemplo.an
anticuerpo que tenga los CDRs del donante y los FRs del re-
ceptor, pero ninguna substitucién de FR). En tales casos,
la unién del anticuerpo optimizado (con substituciones). Es
preferible al menos de dos a tres veces mayor o de tres a
cuatro veces mayor que el de un anticuerpo no substituido
para hacer comparaciones, la actividad de diversos anti-
cuerpos puede ser determinada, por ejemplo mediante el BI-
ACORE (es decir resonancia de la superficie del plasma
usando reagentes no titulados) o ensayos de unién competi-
tiva.

~C. Produccién de Anticuerpos Humanizados 3D6

Una realizacién preferida de la pregsente invencién
presenta un anticuerpo humanizado en el terminal N de AR,
en particular, para el uso en la metodologfias terapéuticas
y/o de diagnésticos que se describen aqui. Un material par-
ticularmente preferido para iniciar la produccién de anti-
cuerpds humanizados es el 3D6. El 3D6 es un especifico para
el terminal N de AR y se ha demostrado que media fagocito-
sis de la placa amiloidea (ver ejemplos. I-V). La clonacién
y secuenciacién de cADN-codificando -las regiones variables
de la cadena pesada y ligera del anticuerpo 3D6 se describe
en el ejemplo VI. ’

La secuencia de anticuerpos del receptor humane ade-
cuadas se identifican por medio de comparaciones de compu-
tadora de las secuencias de -aminodcidos de las regiones va-
riables del ratén con las secuencias de anticuerpos humanos
conocidos. La comparacién se lleva acabo separadamente para
las cadenas pesadas y ligeras pero los principios son simi-
.lares para cada uno. En particular, los dominios variables
para los anticuerpos humano de cuyas secuencias de cuadro
exhiben un alto grado de identidad de secuencia con las re-
giones de cuadro VL y VH de la murina fueron identificados
por una consulta a la base -de datos Rabat usando el NCBI
BLAST (accesible ptblicamente a través del sexvidor de in-
ternet los Nacional Institutes of Health NCBI) con las se-
cuencias de cuadro respectivas de la murina.

Esta comparacién revela que la cadena ligera 3D6 mues-
tra la mayor identidad se secuencias a las cadenas humanas
ligeras del subtipo Kappa II y que la cadena pesad 3D6
muestra la mayor identidad de secuencia a las cadenas pesa-
dds humanas de subtipo III, como lo defina Babat et al.,
. mas arriba. Asi las regiones de cuadro humano ligera y pe-

sadas son de preferencia derivadas de anticuerpo humanos de
estos subtipos, o 'de secuencias de consenso de dicho subti-
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po. Las regiones variables de cadena humana ligera que se
prefieren y muestra la mayor identidad de secuencia con la
regién correspondiente de la 3D6 son de anticuerpos cue
tienen los numeros de identificacién Kabat 019230, 005131,
005058, 005057, 005059, U21040 y U41645, siendo el 019230
el mas preferido, y son '‘de regiones variables de linea de
germinacién Al, Al7, Al8, A2 y Al9, siendo Al9 la mas pre-
ferida. las regiones -variables de cadena humana pesada que
se prefieren muestran la mayor identidad de secuencia a la
regién correspondiente de los 3D6 son de anticuerpos que
tienen los numeros de identificacién Rabat 045919, 000459,
000553, 000386 y M23691 siendo el 045919 el mas preferido,
y son de las regiones -variables de linea de germinacidén
‘VH3-48, VH3-23, VH3-7, VH3-21 y VH3-1l1l, siendo el VH3-23 el
mas preferido.

A continuacién se seleccionan los residuos parxa la
substitucién como sigue. Cuvando un aminodcido difiere entre
una regién de éuad;o variante 3D6 y una regidén de cuadro
-variable equivalente humana, el aminoAcido del cuadro huma-
no normalmente seri substituido por el equivalente del ami-
nodcido de ratén si se puede esperar razonablemente que el
. aminodcido:

{1)se una de manera no covalente al antigeno directa-
mente,

(2)sea adyacente a una regién CDR, sea parte de }a re-
gién CDR bajo la definicién alternativa que propone Chotia
et al., mas arriba, o que de otra manera interactide cen una
regién CDR (es decir dentro de alrededor de 3A de una re-
gién CDR) (Por ejemplo los aminoicidos en las posiciones
‘L2, H49 y H94 del 3D6), © )

{(3)Participe. en la interfase VL-VH (por ejemplo los
aminodcidos en las posiciones L36, 146 y H93 del 3D6).

. El moldeado por computadora de las .regiones varidbles
de las cadenas .pesada y ligera .del anticuerpo 3D6, y la
. humanizacién del anticuerpo 3D6 se describen en el ejemplo
“'VII. Brevemente, un modelo tridimensional fue generado ba-
sado en las estructuras de anticuerpos de murina mas cerca-
‘namente resueltos para las cadenas pesada y ligera. Par es-
te propdésito un anticuerpo designado 1CR9 (Base de Datos de
Proteinas (PDB) ID:1CR9, Kanyo et al., J. Mol. Biol.
293:855 (1999)) fue escogido como un modelo para modelar la
cadena ligera 3D6 y el anticuerpo se designé 10PG (PDB
-ID:10PG, Xodandapani et al., J. Biol. Chem. 270:2268
(1995)) que fue escogida como el modelo para moldear la ca-
deha pesada. El modelo fue ademds refinado mediante una se-
rie de paso de minimizacién de enrgia para liberar los con-
tactos atdémicos desfavorables y optimizar las interacciones
electrostiticas Van der Walls. La estructura resuelta de
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lgkz (PDB ID:1QKZ, Derrick et al., J. Mol. Biol. 293:81
(1999)) fue escogida como el modelo para moldear la CDR3 de
la cadena pesada ya que 3D6é y 1lOPG no exhibian una homoXko-
gia de secuencia significativa en esta regién cuando se
alineaban para propésitos de comparacidn.

La informacidén estructural tridimensional de los anti-
cuerpos que se describen aqui estd disponible al publico,
por ejemplo a partir del Research Collaboraty for Structu-
.ral Bioinformatics‘’ Protein Data Bank (PDB). El PDB es de
acceso libre a través de la internet y lo describe Berman
et al. (2000) Nucleic Acids Research, 28:235. El modelo por
computadora permite la identificacién de residuos que in-
teractian con la CDR. El1 modelo por computadora de la es-
tructura del 3D6 puede a su vez servir como punto de parti-
da para la prediccién de la estructura tridimensional de un
anticuerpo que contenga las regiones de determinacién de
complementariedad del 3D6 substituidas en- las estructuras
de cuadro humano. Los modelos adicionales se pueden cons-
truir para representar la estructura a medida que se intro-
ducen nuevas substituciones de aminoAcidos.

En general, la substitucién de uno, o la mayoria o de
todos los aminodcidos que cumplen con los criterios arxiba
mencionados es deseable. En consecuencia, los' anticuerpos
humanizados de la presente invencién contendrén usualmente
la substitucidén de un residuo de cuadro de cadena ligera
humana con un residuo de 3D6 correspondiente en al merios 1,
2 0 3, y mas generalmente 4 de las siguientes posiciones
Ll, L2, L36 y L46. Los anticuerpecs humanizados también
usualmente contienen unad substitucidén de un residuo de cua-
dro de cadena pesada human con un residuo de 3D6 correspon-

diente en al menos 1, 2 y a veces 3, de las siguientes po--

siciones: H49, H93 y H94. Ocasionalmente, sin embargo exis-
te cierta ambigiledad sobre si un aminodcido en particular
‘cumple con los criterios anteriormente mencionados y se
producen. inmunoglobulinas variantes alternativas, una de
las cuales tiene esa substitucién en particular y la otra
no la tiene. En los casos donde la substitucién con un re-
siduo de murina introduciria un residuo que es raro en las
inmunoglobulinas humanas en una posicidn en partlcular po-__
dria ser deseable examinar el anticuerpo para ver su acti-
vidad con y sin la substitucién en particular. Si la acti-
vidad (por ejemplo la afinidad de unidén y/o la especifici-
dad de unién) es aproximadamente la misma con y sin la
substitucién, el anticuerpo sin substitucién podrfa ser
preferidc ya que se esperaria que provoque menos respuesta

HAHA, como se .describe aqui.
Otros candidatos para la subst1tuc10n son los aminoa-

cidos del cuadro humano del receptor que son inusuales para
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2.

la inmunoglobulina humana en esa posicidén. Estos aminodci-
dos pueden ser substituidos con aminodcidos de las posicio-
nes equivalentes de inmunoglobulinas humanas mas tipicas.
Alternativamente, aminodcidos de posiciones equivalentes en
el 3D6 del ratén pueden ser introducidos en las regiones de
.cuadro humano donde dichos aminodcidos son tipicos de la
inmunoglobulina humana‘en posiciones equivalentes.

En realizaciones adicionales cuando el cuadro de cade-
na ligera humana de la inmunoglobulina del receptor es el
nimero de identificacién Kabat 019230, la cadena ligera

sostiene substituciones en al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,.

9, 10, 11, 12 o mas generalmente 13, de las siguientes po-
‘siciones L7, L10, L12, L15, L17, L39, L45, L63, L78, L83,
L85, L100 o L104. En realizaciones adicionales cuando el
cuadro de la cadena pesada -humana de la inmunoglobulina del
receptor es el nimero de identificacién Kabat 045919, la
cadena pesada contiene substituciones en al menos 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 5, 10, 11, 12, 13, 14 o mas generalmente 15
de las siguientes posiciones H3, HS,” H13, H16, H19, H40,
H4l, H42, H44, H72, H77, H82A, H83, HB4, o H108. Estas po-
siciofies son substituidas con el aminoicido de la posicién
equivalente de una inmunoglobulina humana que tiene un re-
siduo’ de aminodcido mas tipico. Ejemplos de los aminodcidos

apropiados para substituir se muestran en las figuras 1 y
r

Otros candidatos para la substitucién son residuos no
linea de germinacién. que ocurren en una regién de <cuadro
(por ejemplo los residuos H74, H77 y/o H89 cuando se compa-
ra KABAT 045919 y VH3-23).

La Tabla 1 resume el andlisis de secuencia de las re-
giones VH y VL del 3D6. Estructuras adicionales-de ratén y
humano que pueden ser usadas para la modelacidén por compu-
tadora- del anticuerpo 3D6 y anticuerpos humanos adicionales
se presenta también en secuencias de linea de germinacidén

" que pueden ser usadas en la seleccidén de substituciones.de

aminoldcido. Residuos raros de ratén también se presentan en
la Tabla 1. Residuos raros de rapén son identificados por
medio de la comparacién de las secuencias VL. y/o VH del do-
nante con las secuencias de otros miembros del subgrupo al
cual las secuencias VL. y/o VH pertenecen (de acuerdo a Ra-
bat} y identificando a las posiciohes de residuo en las
cuales difieren del consenso. Estas diferencias especificas
de donante podrian apuntar a ciertas mutaciones somdticas
que aumentarian la actividad. Residuos inusuales o raros
cérca al punto de unién peodrian posiblemente contactar el
antigeno, haciendo deseable mantener el residuo del ratén.
Sin embargo si el residuo inusual de ratén no es importante
para la unidén, el uso del residuo correspondiente del re-
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ceptor es preferible ya que el residuo del ratdn podria
crear neo-epitopes inmunogénicos en el anticuerpo humaniza-
do. En la situacidén cuando un residuo inusual en la secuen-
cia del donante es en realidad un residuc comin en la se-
-cuencia correspondiente del receptor el residuo que se pre-
fiere es claramente el residuo del receptor.

Tabla 1: Resumen de la secuencia de regién V de 3D6

“Chain Pesada Ligera
Subgrupo de ratén D (002688) II (005840-005844, 00585 1-005853,
(Kabat seq ID#) 005857, 005863)
Homédlogos de ratdn 002727/163.1'CL 005840v1210.7
1 (Kabat/Genbank) 00271 1/H35-C6'CL 005843/42.4b.12.2"CL.
002733/8-1-12-5-3-1 (A2-1)'CL 005842/BXW-14'CL
002715/ASWA2'CL 005841/42.783.2'CL
020669/#14'CL 005851/36-60CRI-
Amino dcidos raros (% | N40 (0.233%) Y1(.035%)
frequencia de ocurren- | D42 (0.699%) 115 (3.3%)
cia en clase) D27 (0.867%)-CDR1
' . 178 (0.677%)
| L85 (0.625%)
. . W89 (0.815%)-CDR3
. K106A (0.295%)
Subgrupo Humano 111 {000488-000491, 000503, 000624) | I (005046)
Chothia canonica HI: clase 1 [2fh)) L1: clase 4 {1rmf] »
. H2: clase 3 [1lige) L2: clase] [1lmk] ’
Agrupaciones CDR L3: clase 1 [ltet]
.| [ejemplo pdb] ) )
Estructuras mis cerca- | PDB ID: 10PG Kodandapani efal, PDB ID: 1CR9; Kanyo ef al, supra;
namente resueltas de supra; (T2% 2A) (94%.
ratén. . PDB ID: INLD; Davies eral,, Acta
Crystallogr. D. Biol Crystallog. 53:186
(1997); (98%, 2.24)
Estructuras més'cerca- | 1VH (68%, umr) 1LVE (57%, LEN)
| namente resucltas'de | 443560 (65%, IgG, A myeloma, 1. sA) 1B6DA (54%; B-J dimer, 2.8A);
‘humano. - KOL/2FB4H (60%, myeloma, 3A) 1VGEL (54%, autoAb)
Consults de linea de VH3-48 (4512283/BAAT5032.1) Al(x6x36402)
germinecién () | yp gy esiogumaaTsossy) | AT (340
resultados (top 4) VEG-7 (4S12300/BAATS056.1) ﬁ%gfgg;?
VH3-21 (4512287/BAAT5047.1) ALD (x63397)
VH3-11 (4152300/BAA75053.1)

*cadena ligera y cadena pesada del mismo anticuerpo (O-81, Hirabayashi et al. NAR
20:2601). ]

En una realizacién particularmente preferida, un anti-
cuerpo -humanizado de la presenté ‘invencién comprende CDRs
del 3D6 (por ejemplo uno, dos o tres CDRs de VL y/o uno,
dos o tres CDRs de VH) y opcionalmente, tienen al menos uno
(de preferencia dos, tres, cuatro o todas) de las siguien-
‘tes actividades: (1)se une al agregado Afl-42 (por ejemplo
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como lo determina ELISA); (2)se une al AP en placas (por
ejemplo la coloracién de placas AD y/o PDAPP); (3)se une a
AB con una afinidad de unién dos a tres veces mayor en com-
- paracién con el 3D6 quimérico (por ejemplo el 3D6 que tiene

" - CDRs de murina y FRs del receptor humano); (4)fagocitosis

AP (por ejemplo en un ensayo de fagocitosis ex vivo como se
describe aqui); y (S5)cruza la barrera sangre-cerebro (por
ejemplo demuestra una localizacién en el cerebro a corto
plazo, por ejemplo en el modelo animal PDAPP como se des-

cribe aqui).

3. Anticuerpos Humanos

Los anticuerpos humanos contra el AP son provistos me-
diante una- variedad de. técnicas que se describen l1lineas
-abajo. Algunos anticuerpos humanos se seleccionan por expe-
-rimentos de unién competitiva, o de otra manera por tener
la misma especificidad de epitope que un anticuexpo de ra-
tén en particular, tal como uno de los monoclonos de ratén
que se describen aqui. Los anticuerpes humanos también pue-
den ser filtrados para la especificidad de un epitope en
partidular usando solamente un fragmento del AP como el in-
munogeno, y/o por el filtrado de anticuerpos contra una co-
leccin de mutantes de eliminacién de AB. Los anticuerpos
humanos que de preferencia tienen la especificidad para el

isotipo IgGl. ’

»

a. Metodologia de Trioma ' -

‘La estrategia bésica y un ejemplo de fusién de celdas
asociadas, SPAZ-4 para el uso en esta estrategia se han
descrito en Oestberg et al., RHybridoma 2:361 (1983); Oest-
berg, US Patent No. 4,634,664; y Engleman et al., Patente
US 4,634,666 (cada una de las cuales es incorporado aqui

como referencia en su totalidad para todo propésito). Las -

lineas de células que produc¢en anticuerpos obtenidas por
este método se llaman triomas, debido a que descienden de
tres células; dos humanas y una de ratén. Inicialmente, la
linea del mieloma de ratén es fundida con .un linfocito
humano B para obtener una célula hibrida xenogénica que no
produce anticuerpos, tal -como la linea de celdas SPAZ-4
descrita por Oestberg mas arriba. La célula xenogénica es
entonces usada con un linfocito humano B para obtener una
linea de celdas trioma productora de anticuerpos. Se ha
descubierto que los triomas producen anticuerpos de manera
mas estable que las hibridomas ordinarias que hacen las

-céldas humanas. .
Los linfocitos B inmunizados son obtenidos a partir de

" la sangre, el bazo, los nodos linféticas o la médula &sea

de un donante humano. Si los anticuerpos contra un antigeno
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especifico o epitope son deseados es preferible usar ese

antigeno o epitope para la inmunizacién: La inmunizacién

puede hacerse in vivo o in vitre. Para la inmunizacidn.«in
vivo, tipicamente se aisla celdas B de un humano inmunizado
con AP, un fragmento del mismo un polipéptido mas grande
conteniendo el AP o el fragmento, o un anticuerpo anti-
ideotipico para un anticuerpo del AB. En algunos métodos,
las células B son aisladas del mismo paciente que finalmen-
.te recibira la administracién de la terapia anticuerpos.
Para la inmunizacién in vitro, los linfocitos B son tipica-
mente expuestos al antigeno por un periodo de 7-14 dias en
un medio- tal como el RPMI-1640 (ver Engleman, mas arriba)
suplementado con 10% de plasma humano.

Los linfocitos humanizados B son unidos a una célula
hibrida xenogénica tal.como SPAZ-4 por métodos bastante co-
nocidos. Por ejemplo, las células son tratadas con 40-50%
de glicol .polietileno de MW 1000-4000, a alrededor de 37%C,
per 5-10 minutos. Las celdas se separan de la mezcla por
fusién y se propagan en un medio selectivo para los hibri-
dos que se desean (HAT o AH). Los clones que hacen la se-
crecidén de anticuerpos que tienen la especificidad de unién
requerida se identifican por medio de un ensayo a un culti-
vo de trioma para la habilidad de unirse al AB o a un frag-
mento del mismo. Los triomas que producen anticuerpos huma-
nos y que tienen la especificidaq deseada son subcleonados
mediante la técnica de dilucién limitada y son cultivados
in vitro dentro de un medio apropiado. Las células .trioma
obtenidas son entonces examinadas para ver su habilidad de
unirse al AP o a un fragmento del mismo.

Aunque los triomas son genéticamente estables ellos no
producen anticuerpos a niveles muy altos. Los niveles de
expresién pueden ser aumentados clonando genes de anticuer-
pos a partir del trioma en uno o mas vectores de expresidén
y transformando el vector en un mamifero esténdar bacterial

0 células lineares de levadura.

b. Mamiferos no Humanos Transgénicos

Los anticuerpos humanos contra el Af también pueden
ser producidos a partirx de mamiferos transgénicos no huma-
nos que tienen transgenes -que codifican al menos un segmen-
to del locus de la inmunoglobulina humana. Generalmente, el
locus de la inmunoglobulina endégena de tales mamiferos
transgénicos es funcionalmente inactivada. De preferencia
el segmento del locus de la inmunoglobulina humana incluye
sédcuencias no reordenadas de los componentes. de las cadenas
pesada y ligera. Ambas inactivaciones de los genes de inmu-
noglobulina enddégena y la introdiuccidén de genes de inmuno-
globulina exégena pueden ser logradas mediante recombina-
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cién homologa dirigida o mediante la introduccién de cromo-
somas YAC. Los mamiferos' transgénicos que resultan de este
proceso son capaces de funcionalmente reorganizar las se-
cuencias de componente de la inmunoglobulina, y expresar un
repertorio de anticuerpos de diversos isotipos codificados
por los genes de inmunoglobulina humana, sin expresar genes
de inmunoglobulina endégenos. La produccidn y propiedades
de mamiferos que tienen estas propiedades se describen en
detalle en por ejemplo Lonberg et al., W093/12227 (1993);
Us 5,877,397, US 5,874,299, US 5,814,318, US 5,789,650, US
5,770,429, US 5,661,016, US 5,633,425, US 5,625,126, US
5,569,825, US 5,545,806, Nature 148:1547 (1994), Nature
Biotechnology 14:826 (1596), Kucherlapati, Wo 91/10741
{1991) (cada una de las cuales se incorpora aqui como refe-
rencia en su totalidad para todos los propdésitos). Los ra-
tones transgénicos son particularmente adecuados. Los anti-
cuerpos anti- AP son obtenidos mediante la inmunizacién de
un mamifero transgénico no humano, tal como lo describe
Longer o Kucherlapati, mas arriba, con Af o un fragmento
del mismo. Se preparan anticuerpos monoclonales por ejemplo
fundiéndo células B de dichos mamf{feros a lineas de celdas
de mieloma adecuadas de dichos mamiferos usando la tecnolo-
gia convencional Kohler-Milstein. Los anticuerpos policlo-
nales humanos también pueden ser provistos en forma de sue-
ro para humanos inmunizados con un agente inmunogénice. Op-
cionalmente, dichos anticuerpos policlonales puedetl sex
concentrados por purificacién de afinidad usando AP u otro
péptido amiloide como un reagente de afinidad.

c. Métodos de Mostrar Fajia

Otra técnica para obtener anticuerpos humanos anti- Ap
. es filtrar una librexia ADN de celdas humanas B de acuerdo
al protocolo general delineado por Huse et al., Science
246:1275-1281 (1989). Comc se describe para la metodologia
del trioma, dichas células B pueden ser obtenidas a partir
de un humano inmunizado con Afi, fragmentos, péptidos mas
largos que contienen AP o fragmentos o anticuerpos anti-
ideopéticos. Opcionalmente, dichas células B se obtienen a
partir de un paciente que serd quien reciba el tratamiento
de anticuerpos. Los anticuerpos que se unen a AP o un frag-
mento del mismo son seleccionados. Las secuencias que codi-
fican dichos anticuerpos (o fragmentos de unidén) son enton-
ces clonados y amplificados. El protocolo descrito poxr Hse
resulta mas eficiente en combinacién con la tecnologia de
mdstrar fajia. Ver por ejemplo Dower et al., WO 91/17271,
McCafferty et al., WO 92/01047, Herzig et al., US
5,877,218, Winter et al., US 5,871,907, Winter et al., US
5,858,657, Holliger et al., US 5,837,242, Jonson et al., US
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5,733,743 y Hoogenboom et al., US 5,565,332 {cada una de
las cuales se. incorpora aqui como referencia en su totali-
dad para todos sus propdsitos). En estos métodos, las ld-
brerias de fajia son producidas en donde los miembros mues-
tran diferentes anticuerpos sobre sus superficies exterio-
res. Los anticuerpos normalmente se muestran como fragmento
FV o Fab. Los anticuerpos que muestran fajias con una espe-
cificidad deseada son seleccionados por enriquecimiento de
afinidad a un péptido -Ap o un fragmento del mismo.

En una variacién del método de mostrar fajias, anti-
cuerpos humanos que tienen la especificidad de unién de un
anticuerpo de murina seleccionado podrian ser producidos.
Ver Winter, WO 92/20791. En este método, se usa la regién
variable de la cadena pesada o ligera del anticuerpo selec-
cionado de murina como material de inicio. Si, por ejemplo,
se selecciona una regidn variable de cadena ligera como ma-
terial de inicio, se construye una libreria de fajia en 1la
cual los miembros muestran la misma regién wvariable de ca-
dena ligera (es decir el material inicial de murina) y una
regidén variable de cadena pesada distinta. Las regiones va-
riablés de cadena pesada son obtenidas de una libreria de
regiones variables humanas de cadena- pesada reordenadas.
Una fajia que muestra una fuerte unidén especifica para el
AB (al menos 10 y de preferencia al menos 10° M') es se-
leccionada. La regién variable de cadena pesada humana de
esta fajia entonces sirve como material de inicio patra la
construccién de una libreria de fajia adicional. En esta
libreria cada fajia muestra la misma regidén variable de ca-
dena pesada (es decir la regidén identificada a partir de la
primera libreria que se muestra) y una regidén variable de
cadena- ligera diferente. Las regiones variables de cadena
ligera se obtienen a partir de una libreria de regiones de
cadena ligera humana variable reordenada. Nuevamente, las
fajias que muestran fuerte unidn especifica para AP son se-
leccionadas. Estas fajias muestran regiones variables de
anticuerpos anti-Af completamente humano. Estos anticuerpos
generalmente tienen la misma o similar especificidad de
epitope como el material de murina de inicio.

4. Produccién de Regiones Variables

Habiendo seleccionado conceptualmente la CDR y el cua-
dro de las inmunoglobulinas humanizadas, existe una varie-
dad de métodos para producir dichas inmunoglobulinas. Debi-
do 2 la degeneracién del cédigo, una variedad de secuencia
de &cido nucleico encodificarédn cada secuencia de amincéci-
do de inmunogleocbulina. Las secuencias acido nucleicas que
se deseen pueden ser producidas por medio de novo sintesis
de fase sé6lida de ADN o mediante la VCR mutagenesis de una
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variante preparada con anterioridad del polinucleoiquido
deseado. La mutagenesis mediada por poligonucledtido es un
método preferido par preparar variantes de substitucidn,
eliminacién e inserciédn del polipéptido ADN objetivo. Ver
Adelman et al., ADN 2:183 (1983). Brevemente, el polipépti-
do ADN objetivo es alterado mediante la hibridizacidén de un
poligonucledtido que codifica la mutacién deseada a un mo-
delo de ADN de una sola banda. Luego de la hibridizacién,
.una polimerasa ADN se usa para sintetizar una segunda banda
complementaria completa del modelo que incorpora el poligo-
nucledétido de muestra y codifica la alteracidén seleccionada

en el polipéptido ADN objetivo.

5. Seleccién de Regiones Constantes

Los segmentos variables de anticuerpos producidos como
se describe arriba (por ejemplo las regiones variables de
cadena pesada y ligera de anticuerpos quiméricos humaniza-
dos o humanos) estidn tipicamente ligados a al menos una
porcién de una regién constante de -inmunoglobulina (Fc),
tipicamente agquella de una inmunoglobulina humana. Las se-
cuencias ADN de regidén constante humanas pueden ser aisla-
das de acuerdo con procedimientos conocidos a partir de una
variedad de células humanas, pero preferiblemente de célu-
las B inmortalizadas {(ver Rabat et al., mas arriba, y LIU
et al., W087/02671) {(cada una de las cuales se incoxpora
como referencia en su totalidad para todos los propdsitos).
Ordinariamente, el anticuerpo contendra tanto regiones
constantes de cadena ligera como de cadena pesada. La re-
gidén constante de cadena pesada generalmente incluye CHI,
bisagra, CH2, CH3, y CH4 como regiones. Los anticuerpos
descritos aqui incluyen anticuerpos gque tienen todos los
tipos de regiones constantes incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA
e IgE, y cualquier ‘isotipo, incluyendo IXgGl, IgG2, IgG3 e
IgG4. Escoger la regién constante depende en parte de si se
desea un anticuerpo dependiente complementario o uno celu-
lar de toxicidad mediada. Por ejemplo, los isotipos IgGl e
IgG3 tienen actividad complementaria y los isotipos IgG2 e
IgG4 no la tienen. Cuando se desea que el anticuerpo (porx
ejemplo anticuerpo humanizado) exhiba actividad citotéxica,
el dominio constante es generalmente un dominio constante
de fijacién de complemento y la clase es tipicamente IgGl.
Cuando dicha actividad citotéxica no es deseable, el domi-
nio constante podria ser de la clase IgG2. La eleccidén del
isotipo también puede afectar el paso de anticuerpos hacia
el cerebro. Se prefiere el isotipo humano IgGl. Las regio-
nes constantes de cadena ligera pueden ser lambda o kappa.
El anticuerpo humanizado podria comprender secuencias de
mas de una clase o isotipo. Los anticuerpo pueden ser ex-
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presados como tetrameros conteniendo dos cadenas ligeras y
dos pesadas como cadenas pesadas separadas y cadenas lige-
ras como Fab, Fab' F(ab’)2, y Fv, o como cadenas simples <de
anticuerpos en las cuales los dominios variables de las ca-
denas pesadas y ligeras se encuentran enlazados a través de

un espaciador.

6. Expresién de Anticuerpo Recombinantes
] Los anticuerpos cquiméricos humanizados y humanos son
tipicamente producidos mediante expresién recombinante. Los
Acidos nucleicos que codifican las regiones variables de
cadena ligera y pesada, opcionalmente enlazados a regiones
constantes, son insertados dentro de vectores de expresidn.
Las cadenas ligera y pesada pueden ser clonadas en los mis-
mos o en diferentes vectores de expresién. Los segmentos de
ADN que codifican cadenas de inmunoglobulina son operable-
mente enlazados a_ frecuencias de control en los vectores de
expresién que aseguran la expresién de los polipéptidos de
.inmunoglobulina. Las secuencias de control de expresidén in-
cluyen, pero no se limitan a, promotores (es decir promoto-
res naturalmente asociados o heterologos), secuencias de
seflal;, elementos de mejora, Yy secuencias de terminacién de
transcripcién. De preferencia las secuencias de control de
expresidén son sistemas promotores eucaridticos en vectores
capaces de transformar o de afectar las células portadora
eucaridéticas. Una vez que el vector ha sido incorporddo en
el portadora apropiado, el portadora es contenido bajo con-
diciones adecuadas para el mas alto nivel de expresién de
las secuencias de los nucleétidos, y la recoleccidén y puri-
ficacién de los anticuerpos de reaccidn cruzada.
) Estos vectores de expresién son tipicamente replica-
bles en los organismos portadora ya sea como episomas o CoO-
mo parte integral del ADN cromosémico del portadora. Por lo
general, los vectores de expresién contienen marcadores de
‘seleccidén (por ejemplo la resistencia a la ampicilina, la
resistencia a la higromicina, la resistencia a la tetraci-
clina o la resistencia a la neomicina)} para permitir la de-
teccién de aquellas células que se han transformado con las
secuencias de ADN deseadas (ver por ejemplo Itakura et al.,
US Patent 4,704,362).

E. coli es un portadora procariotico particularmente
itil para la clonacidén polinucleétida (por ejemplo secuen-
cias ADN) de la presente invencidén. Otros portadoras micro-
bianos adecuados para este uso incluyen bacilos tales como
el Bacilus subtilus, y otras entercbacterias tales comola
Salmonera, Serratia y varias especies Pseudonomands. In es-
tos portadoras procaridticos, uno también puede hacer vec-
tores de expresidén, los cuales tipicamente contendran se-
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cuencias de control de expresién compatibles con la célula
portadora (por ejemplo un origen de replicacidn). Ademés
hay una gran cantidad de promotores conocidos que estaran
presentes tales como el sistema promotor de lactosa, el
sistema promotor .triptopan, el sistema promotor beta-
lactamasa o el sistema promotor de la fase lambda. Los pro-
motores tipicamente controlaridn la expresidn, opcionalmente
con una secuencia de operador, y tendrdn secuencias de pun-

.to de unidén de ribosoma y sus similares para iniciar y com-

pletar la transcripcién y traduccidn.

Otros microbios como la levadura también son utiles
para la expresién. El Sacaromices es una levadura portadora
preferida, con vectores adecuados que tienen secuencias de
control de expresién (por ejemplo promotores), un origen de
replicacién, secuencias de terminacién y similares como se
desee. Los promotores tipicos incluyen la quinaza 3-
fosfoglicerato y otras enzimas glicoliticas. Los promotores
inducibles de levadura, incluyen entre otros, promotores de
alcohol de hidrogenasa, isocitocromo C, y enzimas responsa-
bles de la utilizacidén de la maltosa y la galactosa.

Ademis de los microorganismos, cultivo de celdas de tejidos
de mamiferos podrian también ser usadas para expresar y
producir polipéptidos de la presente invencidén (por ejemplo
polinucledtidos ‘que codifican inmunoglobulinas o fragmentos
de las mismas). Ver, Winnacker, from Genes to Clones, VCH
Publishers, N.Y., N.Y. (1987). Las células eucaridticds son
en realidad preferidas debido a una cantidad de lineas de
celdas portadora adecuadas que son capaces de secretar pro-
teinas heterdlogas (inmunoglobulinas intactas) que han sido
desarrolladas en esta ciencia, e incluyen lineas de celdas
'CHO, diversas lineas .de celdas Cos, células Hela, de prefe-
rencia lineas de células mieloma, o células B transformadas
0o hibridomas. De preferencia las células son no humanas.
Los vectores de expresidén para estas células pueden in-
cluir secuencias- de control de expresién, tales como un
origen de replicacién, un promotoxr, y un mejorador (Queen

‘et al., Immunol. Rev 89:49. ( 1986)), y sitios de procesa-

miento de informacién necesarios tales como los puntos de
unién de los ribosomas, los' puntos de divisién de la RNA,
los puntos de la poliadenilacién, y la secuencias termina-
doras de trascripcién. Las secuencias de control de expre-
sién que se prefiere son los promotores que derivan de
los genes de la inmunoglobulina, SV 40, adenovirus, el vi-
rus papiloma bovino, citomegalovirus y sus similares. Ver
Cd et al., J. Immunol. 148:1149 ( 1992}. )
Alternativamente la secuencias codificadoras de anti-
cuerpos pueden ser incorporadas en los transgenes mediante
la introduccién dentro del genoma de un transgene animal Yy
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la expresién subsecuente en la leche del animal transgénico
(Ver, Deboer et al., US 5,741,957, Rosen, US 5,304,489, y
Meade et al., US 5,849,992). Los transgenes adecuados in-~
cluyen las secuencias de codificacidén para cadenas ligeras
y o pesadas en enlace operativo con un promotor y un mejo-
rador a partir de un gene especifico de una glindula mama-
ria, tal como la caseina o la lactoglobulina beta.

Los vectores que contienen la secuencias polinucledti-
cas de interés (por ejemplo las secuencias de codificacidn
de cadena pesada y ligera y la secuencia de expresién y
control), pueden ser transferidas hacia la célula portadora
por métodos conocidos los cuales variaran dependiendo del
tipo de portadora celular. Por ejemplo la transfeccién de
cloruro de calcio se utiliza cominmente para las células
procaridticas mientras que un tratamiento con fosfato de
calcio, electroporacién, lipofeccidén, biolixisti, o trans-
fecidén basada en virus podria sexr usada para otrxros portado-
" ras celulares . (Ver en general Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Cold .Spring Harbor Press,
2nd ed., 1989) (se incorpora aqui como referencia en su
totalidad para todos los propdsitos).

Otros- métodos usados para transformar células mamiferas in-
cluyeh el uso de polibrin, fusién protopldstica, liposomas,
electropolacién, y micro inyeccién (ver generalmente Sam-
brook et al., mas arriba). Para la produccién de animales
transgénicos los transgenes pueden ser micro inyectadbs en
embriones fertilizados o pueden ser incorporados en el ge-
noma de las células de raiz embridnicas, y los nicleos de
dichas celdas transferidos hacia embriones sin nicleo.

Cuando se clona cadenas pesadas y ligeras en vectores de
expresidén separados, los vectores son co-transfectados para
obtener la expresidén-y el ensamblaje de inmunogloblinas in-
tactas. Una vez expresados los anticuerpos completos, sus
" retardadores las cadenas individuales ligeras y pesadas, u
.otras formas de inmunoglobulina de la presente invencidn
pueden ser purificadas de acuerdec a procedimientos esténdar
en esta ciencia, incluyendo la precipitacién en sulfato de
amonio, columnas de afinidad, cromatografias de columa la
purificacién HPLC, la electoforesis en gel y sus similares
(Ver generalmente Scopes, Protein' Purification (Springer-
Verlag, N.Y., (1982)). Inmunoglobulinas sustancialmente pu-
ras de al menos 90 a 95% de homogeneidad se prefieren y de
.98 a 99 % o mas de homogeneidad o mas preferidos de usos

farmacéuticos.

3
7. Fragmentos De Anticuerpos
También se contempla dentro del alcance de la inven-
cién fragmentos de anticuerpos. En una realizacidén los
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fragmentos de anticuerpos no humanos, quiméricos y o huma-
Nnos son provistos. En otra realizacién , fragmentos de an-
ticuerpo humanizados son provistos. Tipicamente estos frag-
mentos se exhiben unién especifica a antigenos con una afi-
nidad de al menos 10°7 y mds tipicamente 10™® o 10 M. Los
fragmentos de anticuerpos humanizados incluyen cadenas se-
.paradas del ¢tipo pesado y del tipo ligero Fab, Fab’',
F(ab‘’)2, Fabc, y Fv. Los fragmentos son producidos mediante
.técnicas de ADN recombinante o mediante la separacién en-
zimdtica o quimica de inmunoglobulinas intactas.

8. Examinacidén de la eficacia terapéutica de los anti-
cuerpos en modelos animales .

Grupos de ratones PDAPP de 7 a 9 meses de edad: cada
uno son inyectados con 0.5 mg de anticuerpos monoclonales
especificos anti-Af o policlonales anti-Ap en PBS. Todas
las preparaciones de anticuerpos son purificadas para que
tengan bajos niveles de endotoxininas. Los monoclonales
pueden ser preparados contra un fragmente mediante la in-
yeccién del fragmento o mas larga de Af en un ratén , pre-
parando hibridomas y filtrando los hibridomas para lograx
un anticuerpo y especificamente se unan al fragmento desea-
do de AP sin unirse a otros fragmentos no translapantes de

AB.

_ Los ratones son inyectados intraperitonealmente ¢seqin
se necesite durante un periodo de cuatro meses para mfante-
ner una concentracién de anticuerpos circulante que se mide
mediante una titulacién ELISA o mayor de 1/ 1,000 ELISA
con relacién a Ap 42 u otro inmundégeno. Las titulaciones
son monitoreadas y los ratones son eutanizados al final de
6 meses de inyecciones. Se realiza una histocremistia, para
los niveles AP y toxicologia post-mortem . Diez ratones se

usan por grupo.

9 Filtrando Los Anticuerpos Para La-Actividad De Lim-
pieza .
La invencidén brinda  métodos de pintar un anticuerpo
para su actividad en la limpieza de un deposito amiloideo o
cualquier otro antigeno o una entidad biolégica asociada,
para la cual se desee esta actividad de limpieza. Para fil-
trar la actividad contra un depédsito amiloideo una muestra
del tejido del cerebro de un paciente con la enfermedad de
Alzheimer o un modelo animal que tenga las caracteristicas
dé la patologia de Alzheimer se pone en contacto con célu-
las fagociticas que llevan un receptor Fc, tales como las
células microgliales, y el anticuerpo bajo prueba en un me-
dio in vitro. Las células fagociticas pueden ser de un cul-

41

§

*
N



tivo primario o de una linea de células, tal como BV -2,
C8- B4, o THP-1. en algunos métodos, los componentes son
combinados sobre una placa de microscopio para facilitartel
monitoreo por microscopio. En otros métodos miltiples reac-
ciones se llevan acabo en paralelo en el recipiente de un
plato microtitulador. En tal formato una plagueta miniatura
de microscopio pueden ser montada en pocitas separadas o un
formato de deteccidén no microscépica tal como la deteccién
.ELISA de Aff para usar. De preferencia una serie de medidas
se hace de la cantidad del deposito de amiloideo en la mez-
cla de reaccidn in vitro, empezando a partir de un valor de
base antes de que la reaccién haya procedido, y uno o mas
valores de prueba durante la reaccién. El antigeno se puede
detectar por medio de la coloracién por ejemplo con un an-
ticuerpo titulado fluorescente al A u otro componente de
las placas amiloideas. El anticuerpo usado para coloracidén
podria o no ser el mismo que el anticuerpo que se esta exa-
minando en el sentido de actividad de limpieza. Una rela-
cién relativa y linea de base durante la presién de los de-
pdsitos amiloideos amiloideos indica que el anticuerpo bajo
examen tiene actividad de limpieza. Tales anticuerpos es
probables que sean itiles en la produccién del tratamien-
to dé las enfermedades de Alzheimer u otras enfermedades
amiloideogénicas.

Se puede usar métodos andlogos para filtrar anticuer-
pos en su actividad de limpieza contra otros tipos de’iden-
tidades bioldgicas el ensayo puede ser usado para detectar
la actividad de limpieza contra practicamente cualquier ti-
po de entidad biolégica. Tipicamente la entidad bioldgica
tiene algin rol en las enfermedades humanas o animales. La
entidad bioldégica puede ser provista como una muestra de
tejido o en forma aislada. Si se da en forma de muestra de
tejido, la muestra de tejido seré preferiblemente no fija-
da para permitir un-acceso répido a los componentes de esta
muestra de tejido y para evitar la perturbacién de la
conformacién de los componentes incidentales a la fijacién.
Ejemplos de tejido de muestra que pueden ser probados en
este ensayo incluyen tejidos canceroso, tejido pre-
canceroso, tejido que contienen crecimientos benignos tales
como verrugas o0 lunares, piel infectada con microorganismos
patogénicos, piel infiltrada con <vtélulas inflamatorias,
piel que lleva matrices patoldégicas, entre sus células (por
ejm pericarditis fibrinosa), piel que lleva antigenos abe-
rrantes , y la piel de las cicatrices. Ejemplo de entida-
dés biolégicas aisladas que pueden ser usadas incluyen AR,
antigenos virales o virases, proteoglicanos, antigenos de
otros micro organismos patogénicos, antigenos tumorales,y
moléculas de adhesidén. Dichos antigenos pueden ser obteni-
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dos a partir de fuentes naturales, expresiones recombinan-
tes o sintesis quimica entre otros medios. El tejido mues-
tra de una entidad biolégica aislada es contactado con cé-
lulas fagociticas que llevan recetores Fc tales como los
monocitos, las células microviales, y un anticuerpo que se-
rd probado en un medio. El anticuerpo puede ser dirigido a
la entidad bioldégica que se esta examinado o hacia un anti-
—geno asociado con la identidad. En esta ultima situacién el
.objeto es comprobar si es que la identidad biolégica esta
fagocitoceada vicariamente con el antigeno. Por lo general
aunque no necesariamente, el anticuerpo y la identidad bio-
légica (a veces con un antigeno asociado, entra en contacto
una con la otra antes de afladir la células fagociticas. La
concentracién de la entidad biolégica y/o el antigeno aso-
.ciado que permanece en el meflio si estd presente es enton-
ces monitoreado. Una reduccidn en la cantidad de concen-
tracién de antigeno o de la entidad bioldgica asociada en
el medio indica el anticuerpo tiene una respuesta de lim-
pieza contra el antigeno y o la entidad bioldgica asociada
en conjunto con la células fagociticas (Ver, Ejemplo IV).

. B. Codificacién de Agentes Inmunolégicos y Terapéuti-
cos por Acido Nucleico

Respuestas inmunes contra depésitos de amiloide tam-
bién pueden ser inducidas mediante la administracién de
Acidos nucleicos que codifican anticuerpos y sus cddenas
componentes usadas para la inmunizacidn pasiva. Tales Aci-
dos nucleicos pueden ser ADN o RNA. Un segmento de Acido
nucleico que codifica un inmundgeno esta tipicamente unido
a elementos regulatorios, tales como un promotor y un me-
jorador, que permiten la expresién del segmento ADN en las
células cobjetivo que se intentan corregir en un paciente.
Para la expresién en las células de la sangre, como es de-
seable para la induccién de una respuesta inmune, los ele-
mentos promotor y mejorador de las cadenas ligera o pesada

" de los genes de la inmunoglobulina o el CMV principal pro-
motor temprano y mejorador son adecuados para la expresidn
directa. Los elementos regulatorios enlazados y las secuen-
cias de codificacién son a menudo clonadas dentro de un
vector. Para la administracién de anticuerpos de doble ca-
dena, las dos cadenas pueden ser clonadas en los mismos O
en vectores separados.

Un cierto nimero de sistemas de vector wviral se en-
cuentran a disposicién incluyendo sistemas retrovirales
‘(Ver, por ejemplo Lawrie and Tumin, Cur. Opin. Genet. Deve-
lop. 3:102-109 (1993)); vectores adenovirales (ver, por
ejemplo Bett et al., J. Virol. 67:5911 (1993)); vectores de
virus adenocasociados (ver, por ejemplo, Zhou et al., J.
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Exp. Med. 179:1867 (1994)), vectores virales de la familia
de las viruelas incluyendo el virus de la vacuna y los vi-
rus de la viruela avian, los vectores virales de los genus
del virus alfa, tales como aquellos que se derivan de Sinb-
dis y Semliki Forest Virases (ver, por ejemplo, Dubensky et
"al., J. Virol. 70:508 (1996)), el virus de la encefalitis
equina Venezolana (ver, Johnston et al., US 5,643,576) vy
'los rhabdoviruses, tales como el virus de estomatitis vesi-
cular (ver Rose, WO 96/34625) y los virases de papiloma
(Ohe et a2l., Human Gene Therapy 6:325 (1995); Woo et al.,
WO 94/12629 y Xiao & Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24,
26302622 (1996)}.

El ADN codificando un inmunégeno, o un vector que con
tiene el mismo, puede ser empaguetado el liposomas. Los li-
pidos adecuados y sus andlogos relativos se describen en
Eppstein et al., US 5,208,036, Felgner et al., US
5,264,618, Rose, UsS 5,279,833, vy Epand et al., US
5,283,185. Los vectores y el ADN codificando un inmunégeno
también pueden ser absorbidos o asociados con portadores
particulares ejemplo de los cuales incluyen polimeros de
metacrilato polimetil y polilactidos y poli (léctidos co-
glicolidos), ver, por ejemplo, MaGee et al., J. Micro En-
cap. '(1996) .

Los vectores de terapia de genes o polipéptidos desnu-
dos (por ejemplo ADN) pueden ser administrados in wvivo me-
diante la administracién a un paciente individual, tfpica-
mente mediante la administracién sistémica (por ejempdo in-
travenosa, intraperitoneal, nasal, géistrica, intradérmica,
intramuscular, subdéxmica o infusién intracraneal) o en
aplicacién tépica (ver, por ejemplo, Anderson ét al., US
5,339,346). El término *polinucledétido desnudo” se refiere
a un polinucledétido que no esta en un complejo con materia-
les coloidales. Los:polinucledétidos desnudos son a veces
.clonados en un vector plasmado. Dichos vectores pueden ade-
mids incluir agentes facilitadotes tales como el bupivacine
(Attardo et al., US 5,593,970). E1l ADN también puede ser
admistrado usando una pistola de . genes . Ver, Xiao &
Brandsma, mas arriba. E1 ADN codificando un inmundégeno es
precipitado sobre la superficie de una cuentas metdlicas
microscépicas. Los micro proyectiles son acelerados median-
te una onda de chogque © con gas de’ helio en expansioén, Yy
penetran tejidos a una profundidad de varias capas de célu-
las. Por ejemplo, The Accel™ Gene Delivery Device fabricado
por Agacetus, Inc. MIddleton WI es adecuado. Alternativa-
meénte el ADN desnudo puede pasar a través de la piel dentro
del flujo sanguineo simplemente apuntando al ADN sobre la
piel mediante la irritacién quimica o mecanica (ver Howell
et al., WO 95/05853).
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En otra variacién, los vectores codificando inmunége-
nos pueden ser administrado a células ex vivo, tales como
las células que son retiradas de un paciente individual
(por ejemplo linfocitos, aspirados de médula ésea, biopsia
de tejidos) o células de raiz hematopoiética del donante
universal, seguidas por la reimplantacién de estas células
en un paciente, generalmente luego de seleccionar las célu-
las que tienen el vector incorporado.

II. Métodos Profilacticos y Terapéuticos

La presente invencién es dirigida inter alia al trata-
miento de Alzheimer y -otras enfermedades amiloideogénicas
mediante la administracién de reagentes inmunoldégicos tera-
péuticos (por ejemplo, inmunoglobulinas humanizadas) hacia
epitopes especificos dentro de AP a un paciente bajo condi-
ciones que generan una respuesta beneficiosa (por ejemplo
fagocitosis de AP, reduccién de la carga de placa y/o re-
duccién de una distrofia neuritica) en el paciente. El tér-
mino “tratamiento” como se usa aqui, se define como la
aplicacién o administracién de un agente terapéutico a un
paciente, o la aplicacién o administracién de un agente te-
rapéutico a un tejido aislado o linea de células de un pa-
cientk que tiene una enfermedad, el sintoma de una enferme-
dad o la predisposicién hacia una enfermedad, con el propé-
sito de curar, sanaxr, aliviar, liberar, altera, remediar,
mejorar o afectar a la enfermedad, los sintomas de la en-
fermedad o la predisposicidén hacia la enfermedad. .

En un aspecto, la invencién brinda métodos de prevenir
0 tratar una enfermedad asociada 'con depdsitos amiloideos
de Af en el cerebro de un paciente. Dichas enfermedades in-
cluyen la enfermedad de Alzheimer, el sindrome de Down y la
dificultad cognitiva.  Esta idltima puede ocurrir con o sin
- otras caracteristicas de una enfermedad amiloidégena. Algu-
nos métodos de la invencién incluyen la administracién de

. una dosificacidn efectiva de un anticuerpo que se une espe-

cificamente a un componente de un depésito.amiloidec en el
paciente. Dichos métodos son particularmente iitiles para la
prevencién o tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en
pacientes humanos. Los métodos de ejemplo involucran la ad-
ministrxacién de una dosificacién efectiva de un anticuerpo
que se une al AP. Los métodos preferidos involucran la ad-
ministracién de una dosificaciédn efectiva de un anticuerpo
que especificamente se una a un epitope dentro de los resi-
duos 1-10 de AB, por ejemplo, anticuerpos que especifica-
mente se unen a un epitope dentro de los residuos 1-3 de
Af, anticuerpos que especificamente se unen a un epitope
dentro de 1los residuos 1-4 de AP, anticuerpos que
especificamente se unen a un epitope dentro de los residuos
1-5 de AP, anticuerpos que especificamente se unen a un
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Af, anticuerpos que especificamente se unen a un epitope
dentro de los residuos 1-6 de AP, anticuerpos que especifi-
camente se unen a un epitope dentro de los residuos 1-7.de
Af o anticuerpos que especificamente se unen a un epitope
dentro de los residuos 3-7 de Af. En otro aspecto, la in-
vencidén presenta la administracién de anticuerpos que se
unen a un epitope que- comprende un residuo de terminal N
libre de AB. En otro aspecto mas, la invencidén presenta la
administracién de anticuerpos que se unen a un epitope de-
ntro de residuos del 1-10 de AP donde el residuo 1 y/o el
residuo 7 del AP es Acido aspartico. En otro aspecto mas,
la invencién presenta la administracién de anticuerpos que
especificamente se unen al péptido AP sin unirse a la
proteina precursora amiloide de longitud total (APP). Y en
otro aspecto mas el isotipo del anticuerpo es IgGl humana.

En otro aspecto mas, la invencidén presenta la adminis-
tracién de anticuerpos que se unen a un depésito amiloideo
en el paciente y que inducen a una respuesta de limpieza
contra contra el depdsito amiloideo. Por ejemplo, dicha
respuesta de limpieza puede ser efectuada mediante la fago-
citosis mediada por el receptor Fc.

Los agentes terapéuticos de la invencidén estdn subs-
tancislmente puros de contaminantes indeseados. Esto signi-
fica que un agente es tipicamente peor lo menos alrededor de
50% w/w (peso/peso) de pureza, asi como que se encuentra
substancialmente libre de proteinas que interfieransy de
contaminantes. A veces los agentes son por lo menos gle 80%
w/w, vy mas preferiblemente de al menos 90 o 95% w/w de pu-
reza. No obstante, usando técnicas de purificacién de pro-
teina convencionales, se puede obtener péptidos homogéneos
de al menos 99% w/w.

Los métodos pueden usarse tanto en pacientes asintomi-
ticos como en aquellos que actualmente.muestran los sinto-
mas de la enfermedad. Los anticuerpos usados en dichos mé-
todos pueden ser humanos, humanizados, quiméricos o no
humanos, o fragmentos de los mismos, {por ejemplo fragmen-
.tos de unién de antigenos) y pueden ser monoclonales o po-
liclonales, como se describe aqui. En otro aspecto mas, la
invencién presenta la administracién de anticuerpos prepa-
rados a partir de un humano inmunizado con un péptido AR,
en el cual el humano puede ser el paciente que va ser tra-
tado con el anticuerpo.

En otro aspecto, la invencidn presenta la administra-
cién de un anticuerpo con un portador farmacéutico en forma
deé composicién farmacéutica. Alternativamente, el anticuer-
po puede ser administrado a un paciente mediante la admi-
nistracién de un polinucledtido codificando al menos una
cadena de anticuerpo. El polinucleét;do se expresa para se
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expresa para producir la cadena del anticuerpo en el pa-
ciente. Opcionalmente, el pdlinucleétido codifica cadenas
pesadas y ligeras del anticuerpo. El polinucleétido es ex-
presado para producir cadenas pesadas y ligeras en el pa-
ciente. En realizaciones de ejemplo el paciente es monito-
reado para ver el nivel de anticuerpo administrado en la
sangre del paciente.

’ La invencién por lo tanto satisface una esperada nece-
sidad de regimenes terapéuticos para prevenir o mejorar la
neuropatologia, y en algunos pacientes, la dificultad de
conocimiento que se asocia a la enfermedad de Alzheimer.

A. Pacientes que son Sujetos de Tratamiento

Los sujetos que son sujetos de tratamiento incluyen
individuos que estdn en riesgo de la enfermedad pero que no
muestran los sintomas, asi como los pacientes que actual-
mente muestran sintomas. En el caso de .la enfermedad de
Alzheimer, précticamente cualquiera se encuentra en riesgo
de sufrir la enfermedad si el o ella vive lo suficiente. En
consecuencia, los presentes métodos pueden ser administra-
dos profilidcticamente a la poblacién en general sin necesi.-
dad de ninguna evaluvacién del riesgo hacia el paciente. Los
presehtes métodos son especialmente tGtiles en individuos
que tienen un riesgo genético conocido de ‘la enfermedad de
Alzheimer. Dichos individuos incluyen aquellos que tdienen
familiares gue han experimentado esta enfermedad, y waque-
llos cuyo riesgo se determina mediante el andlisis de mar-
cadores bioquimicos o genéticos. Los marcadores genéticos
de riesgo hacia la enfermedad de Alzheimer incluyen las mu-
taciones en el gen APP, en particular las mutaciones en la
posicién 717 y las posiciones 670 y 671 las que se denomi-
nan mutaciones Hardy y Swedish respectivamente (ver Hardy,
" mas arriba). Otros marcadores de riesgo son las mutaciones
en los genes presenilina, PS1 y PS2, y ApoE4, una historia
familiar de la enfermedad de Alzheimer, la hipercolestero-
lemia o ateroesclerosis. Los individuos que actualmente su-
.fren la enfermedad de Alzheimer pueden ser reconocidos por
la demencia caracteristica, asi como. por la presencia de
factores de riesgo que se describen anteriormente. Ademds
un nimero de exémenes de diagnéstico se encuentran disponi-
bles para identificar individuos que tienen la enfermedad
de Alzheimer. Estos incluyen la medicién de los niveles de
CSF tau y AP42. Una medida elevada de tau y una medida dis-
minuida de los niveles de AB42 significa la presencia de
APzheimer. Los individuos que sufren la enfermedad de Alz-
heimer también pueden ser diagnosticados mediante los cri-
terios ADRDA como se discute en la seccidn de ejemplos.
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En los pacientes asintomdticos, el tratamiento puede
empezar a cualquier edad (por ejemplo 10, 20, 30). Usual-
"mente, sin embargo, no es necesario empezar el tratamiento
hasta que el paciente llega a los 40, 50, 60 o 70. El tra-
tamiento tipicamente involucra miltiples dosificaciones
durante un periodo de tiempo. El tratamiento puede ser mo-
nitoreado mediante ensayos de los niveles de anticuerpo en
relacién al tiempo. Si la respuesta decae, se indica una
dosis de refuerzo. En el caso ‘de pacientes propensos al
sindrome de Down, el tratamiento puede empezar antenatal-
mente mediante la administracidén terapéutica del agente a
la madre o inmediatamente después del nacimiento.

B. Regimenes y Dosificacién del Tratamiento

En aplicaciones profildcticas, las composiciones far-
macéuticas o medicamentos son administrados hacia un pa-~
ciente que es susceptible de, ¢ en riesgo de, la enfermedad
de Alzheimer en una cantidad suficiente para eliminar o re-
ducir el riesgo, disminuir la severidad, "o retrazar el ini-~
cio de la enfermedad, incluyendo los sintomas bioquimicos
histolégicos y/o de comportamiento de la enfermedad, sus
complicaciones y los fenotipos patolégicos intermedios que
se presentan durante el desarrollo de la enfermedad. En
aplicaciones terapéuticas se administran composiciones o
medicamentos a un paciente que se sospecha o que ya.sufre
de dicha enfermedad en una cantidad suficiente para curar o
al menos parcialmente detener, los sintomas de la enferme-
dad (biogquimicos, histoldgicos y/o de comportamiento), in-
cluyendo sus complicaciones y fenotipos patoldégicos inter-
medios en el desarrollo de la enfermedad.

En algunos métodos, la administracién del agente redu-
ce o elimina la dificultad miocognitiva en pacientes que
aiin no han desarrollade las patologias caracteristicas de
Alzheimer. Una cantidad adecuada para lograr el tratamiento
terapéutico ¢ profildctico se define como una dosis efecti-
va terapéuticamente o profildcticamente. En ambos regimenes
profildctico y terapéutico, los agentes son generalmente
administrados en varias dosificaciones hasta que se haya
logrado una respuesta inmune suficiente. El término “res-
puesta inmune” o “respuesta inmunoldégica” incluye el desa-
rrollo de una respuesta humoral (por medio de anticuerpos)
y/o celular (mediada por células T antigeno-especificas o
los productos de su secrecidén) dirigida contra un antigeno
en un sujeto que la recibe. Dicha respuesta puede ser una
rdspuesta activa, es decir, inducida mediante la adminis-
tracién del inmundégeno o una respuesta pasiva, es decir,
inducida mediante la administracién de inmunoglobulina o
anticuerpo de células T tratadas.
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Un agente inmunogénico o inmunégeno es capaz de indu-
cir una respuesta inmunolégica contra si mismo en la admi-
nistracién a un mamifero, opcionalmente en conjuncién con
un adyuvante. Tipicamente la respuesta inmune es monitorea-
da y se administran dosificaciones repetidas si la respues-
ta inmune empieza a decrecer.

Las dosis efectivas de las composiciones de la presen-
te invencién para el tratamiento de las condiciones ante-
riormente descritas varian dependiendo de muchos factores
distintos, incluyendo los medios de administracidén, el si-
tio objetivo, el estado fisioldgico del paciente, si el pa-
ciente es humano o animal, de otras medicaciones que se ad-
ministran, y de si el tratamiento es profilactico o tera-
péutico. Generalmente el paciente es un humano pero también
se puede tratar a mamiferos no humanos incluyendo mamiferos
transgénicos. Las dosificaciones de tratamiento necesitan
ser tituladas para optimizar la seguridad y la eficacia.

Para la inmunizacién pasiva con un anticuerpo, las do-
sificaciones varian desde alrededox dg 0.0001 a 100 mg/kg,
y mas usualmente 0.01 a S5 mg/kg, del peso corporal del
portadora. Poxr ejemplo las dosis pueden ser de 1 mg/kg de
peso corporal o de 10 mg/kg de peso corporal o dentro del
rango’ de 1-10 mg/kg, de preferencia al menos 1 mg/kg. Los
sujetos pueden recibir administracién de dosis diarias, en
dias alternativos, semanalmente o de acuerdo a cualquier
otro programa que se determine mediante un andlisis empiri-
co. Un tratamiento de ejemplo involucra la administracién
en miltiple dosificaciones sobre un periodo prolongado, por
ejemplo, de al menos 6 meses. Los regimenes adicionales de
tratamiento de ejemplo involucran la administracidn una vez
cada 2 semanas o0 una vez al mes © una vez cada 3 a § meses.
Los programas de dosificacién de ejemplo incluyen 1-10mg/kg
o 15 mg/kg en dias consecutivos 30mg/kg en dias alternos o
60 mg/kg semanalmente. En algunos.métodos, dos o mAs anti-
cuerpos monoclonales con - diferentes especificidades de
unidén son administrados simulténeamente, en cuyo caso la
dosificacién de cada anticuerpo cae dentro de los rangos
indicados.

El anticuerpo es generalmente administrado en milti-
ples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones 1inicas
pueden ser semanales, mensuales o anuales. Los intervalos
también pueden ser irregqulares como se indica mediante la
mediad de los niveles en las sangre del anticuerpo al AP en
el paciente. En algunos métodos, la dosificacién es ajusta-
de para lograr una dosificacién de anticuerpo en el plasma
de 1-1000 pg/ml v en algunos métodos 25-300 pg/ml. Alterma-
tivamente el anticuerpo puede ser administrado como wuna
formulacién de liberacién sostenida, en cuyo caso se re-
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quiere una administracidn menos frecuente. La dosificacidn
y la frecuencia varian dependiendo del tiempo medio de vida
del anticuerpo en el paciente. En general los anticuerpos
-humanos muestran la mas larga vida media, seguida por los
anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, 'y anti-

cuerpos no humanos. )
La dosificacién y.- frecuencia de la administracién pue-

de variar dependiendo de si el tratamiento es profildctico
o terapéutico. En aplicaciones profilécticas, las composi-
‘ciones que contienen los anticuerpos presentes o un cdctel
de los mismos son .administradas al paciente que ain no estd
en el estado de enfermedad para mejorar la resistencia del
paciente. Dicha cantidad se define como la dosis efectiva
profilictica. En este uso, las cantidades precisas nueva-
mente depender&n del estado de salud del paciente y su in-
runidad general, pero generalmente variaridn de 0.1 a 25 mg
por dosis, especialmente 0.5 a 2.5 mg por dosis. Una dosi-
ficacién relativamente baja es administrada a intervalos
relativamente infrecuentes durante un Jlargo periodo de
tiempo. Algunos pacientes contimian recibiendo tratamiento
por el resto de sus dias.

En aplicaciones terapéuticas, una dosificacién relati-
vamente alta (por ejemplo, de 1 a 200 mg de anticuerpos por
dosis con dosificaciones de 5 a 25 mg siendo mas cominmente
usadas) a intervalos relativamente cortos es a veces yeque-
rida hasta que la progresién de la enfermedad sea reducida
o terminada, y de preferencia hasta que el paciente mpestre
una mejora parcial o completa de los sintomas de la enfer-
medad. De ahi en adelante al paciente se le puede adminis-
trar un régimen profildctico.

Las dosis para los &cidos nucleicos que codifican an-
ticuerpos varian de entre 10 ng a 1 g, 100 ng a 100 mg, 1
ug a 10 mg, o 30-300 ng de ADN por paciente. Las dosis para
los .vectores virales infecciosos varian de 10-100, o mas
virions por dosis. .

Los agentes terapéuticos pueden ser administrados me-
diante las vias parenteral, tépica, intravenosa, oral, sub-
cuténea, intrarterial, intracraneal, intraperitoneal, in-
tranasal o intramuscular para el tratamiento profildctico
y/o terpéutico. La ruta de administracién mas tipica de un
agente inmunogénico es subcutdnea aunque otras rutas pueden
ser igualmente efectivas. La siguiente ruta mas comin es la
inyeccién intramuscular. Este tipo de inyeccidn es mas ti-
picamente llevada a cabo en el brazo o en los misculos de
13 pierna. En algunos métodos, los agentes son inyectados
directamente en un tejido particular donde se han acumulado
los depdsitos, por ejemplo una inyeccidn intracraneal. La
inyeccién intramuscular o la infusién intravenosa se pre-

50

25'@-?



fieren para la administracién de anticuerpos. En algunos
métodos ciertos anticuerpos terapéuticos particulares son
inyectados directamente al craneo. En algunos métodos, los
anticuexrpos son administrados como una composicidén o dispo-
sitivo de liberacidén sostenida , tal como el dispositivo
Medipad™.

Los agentes de la invencidon pueden opcionalmente ser
administrados en combinacién con otros agentes que son al
menos parcialmente efectivos en el tratamiento de las en-
fermedades amiloidogénicas. En el caso de Alzheimer y el
sindrome de Down, en los cuales los depésitos amiloideos
ocurren en el cerebro, los agentes de la invencién también
pueden ser administrados en conjunto con otros agentes que
incrementen el pasc de los agentes de la invencidén a través
de la barrera sangre-cerebro. :

C. Composiciones Farmacéuticas

Los agentes de la invencidn son a menudo administrados
como composiciones farmacéuticas gque. comprenden un agente
terapéutico activo, es decir, y una variedad de otros com-
ponentes farmacéuticos aceptables. Ver Remington’'s Pharma-
ceutical Science (15th ed.., Mack Publishing Company, Eas-
ton, 'Pennsylvania (1980)). La forma preferida depende del
modo en que se intenta administrar y la aplicacién te-
rapéutica. Las composiciones también pueden incluir, depen-
diendo de la formulacién que se desea, portadores farnfacéu-
ticamente aceptables no téxicos o diluyentes, que se,defi-
nen como los vehiculos normalmente usados -para formular
composiciones farmacéuticas para la administracién animal o
humana. El diluyente se selecciona de manera que no afecte
la actividad biolégica de la combinacidn. Ejemplos de tales
diluyentes son . agua destilada, una solucién salina apagada
con fosfatos fisioldégica, una solucién de Ringer, una solu-
cién de dextrosa, y una solucién de Hank. AdemdAs la compo-
sicién farmacéutica o formulacidén también podria incluir
‘otros portadores, adyuvantes, o estabilizadores no téxicos,
no terapéuticos no inmunogénicos y sus sismilares.

Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir
macromoléculas grandes metabolizadas lentamente tales como
las proteinas, polisacdridos como el chitosan, &Acidos po-
lidcticos, 4cidos poliglicdlicos y copolimeros (tal como la
sefarosa funcionalizada de latex (TM), azarosa, celulosa, Yy
similares} aminodcidos poliméricos, aminodcidos copoliméri-
cos y agregados lipidos (tal como gotitas de aceite o lipo-
sSomas). Adicionalmente estos portadores pueden - funcionar
como agentes inmunoestimuladores (es decir adyuvantes).

Para la acédministracidén parenteral, los agentes de la
invencién pueden ser administrados como dosis inyectables
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de una solucidn o suspensidén de la sustancia en wr diluyen-
te fisiolégico aceptable con un portador farmacéutico que
pueda hacer un liquido estéril tal como el agua, aceitge,
solucidén salina, glicerol o etanol. Adicionalmente, sustan-
cias auxiliares, tales como agentes de humectacién o de
emulsificacidén, espumantes, sustancias para disminuir el pH
y Similares pueden estar presentes en las composiciones.
Otros componentes de _las composiciones farmacéuticas son
aquellos del origen de carbohidratos, animal, vegetales o
sintéticos, por ejemplo aceite de mani, aceite de sova y
" aceite mineral. En general los glicoles tales como el gli-
col propileno o glicol polietileno son los portadores 1li-
quidos que se prefieren, en particular para soluciones in-
yectables. Los anticuerpos pueden ser administrados - en una
inyeccién o de una preparacién para implante, la cual puede
ser formulada de tal manera que permita una liberacién sos-
tenida del ingrediente activo, un composicién de ejemplo
comprende un anticuerpo monoclonal a 53 mg/ml, formulado en
un apagador acuoso que consiste de 50 mM L-histidina, 150
mM NaCl, ajustado & un pH 6.0 con HCl.

fipicamente, las composiciones son preparadas como in-
yectables, ya sea como soluciones liquidas o como suspen-
sione’s; las formas sdlidas adecuadas para la solucién en o
la suspensién en vehiculos liquidos antes de la inyeccién
también pueden ser preparadas. La preparacién también.puede
ser emulsificada o encapsulada en liposomas o microparxticu-
las tales como polilactidos, poliglicolidos o copolimeros
para un efecto adyuvante mejorado, como se discute arriba
- . {ver Langer, Science 249:1527 (1990) y Hanes, Advanced Drug
Delivery Reviews 28:97 (1997)). Los agentes de esta inven-
cién pueden ser administrados en la forma de una inyeccién
localizada o una preparacién de implante, la cual puede ser
" formulada de manera tal que permita una liberacidén sosteni-
da o pulsada de ingrediente activo.

Las formulaciones adicionales adecuadas para otros
"modos de administracién incluyen las formulaciones orales,
‘intranasales y pulmonares, supositorios y aplicaciones
transdermales. Para los supositorios los aglutinantes y los
portadores incluyen por ejemplo .polialquileno, glicoles o
triglicéridos; dichos supositorios pueden ser formados a
partir de mezclas que contienen el ingrediente activo ‘en el
rango de 0.5% a 10%, de preferencia 1%-2%. Las formulacio-
nes orales incluyen excipientes, tales come los grados
farmacéuticos del manitol,, lactosa, levadura, el estereato
dé magnesio, la sacarina de sodio, la celulosa, y el
carbonato de. magnesio. Estas composiciones toman la forma
de soluciocnes, suspensiones, tabletas, pildoras, cépsulas,
formulaciones de liberacidén sostenida o polvos y contienen
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ciones de liberacién sostenida o polvos y contienen 10%-95%
del ingrediente activo, de preferencia 25%-70%.

La aplicacién tépica puede resultar en una administma-
cién transdermal o intradermal.

La administracidén tépica puede ser facilitada mediante
la co-administracién de la gente con una toxina del cdélera
o derivativos destoxificados o subunidades de la misma u
otras toxinas bacteriales similares (ver Glenn et al., Na-
ture 391:851 (1998)). La co-administracién puede ser logra-
da usando los componentes como una mezcla ¢ como moléculas
enlazadas obtenidas por un enlace cruzado quimico o por ex-
presién como una proteina de fusién. :

Alternativamente, la administracidén transdermal puede
ser lograda usando un camino sobre-la piel o usando trans-
ferosomas (Paul ‘et al., Eur. J. Immunol. 25:3521 (1995);
Cevc et al., Biochem. Biophys. Acta 1368:201-15 (1998)).

ITI. Monitoreandc el Curso del Tratamiento

La invencidén brinda métodos de.monitorear el trata-
miento en un paciente que sufre de o que es susceptible a
la enfermedad de Alzheimer, es decir para monitorear el
cursc del tratamiento gue se estd administrando al pacien-
te. Los métodos se pueden usar para monitorear tanto el
tratamiento terapéutico en pacientes sintomAticos como el
tratamiento profilActico en pacientes asintomAticos. En
" particular, los métodos son utiles para monitorear la ‘inmu-
nizacion pasiva (por ejemplo midiendo el nivel de anticuer-
po administrado).

Algunos métodos involucran determinar un valor de ba-
se, por ejemplo de un nivel de anticuerpo o perfil en un
paciente, ‘antes de administrar una dosificacién del agente,
y .comparar éste con un valor para el perfil o nivel después
del tratamiento. Un aumento significativo (es decir mayor
‘que el margen tipico de error experimental en medidas repe-
tidas de la misma muestra, expresada como una desviacién
estdndar de la media de dichas mediciones} en valor del ni-
vel o el perfil sefiala un resultado positivo del tratamien-
to (es decir que la administracién del agente a logrado la
respuesta deseada). Si el valor de la respuesta inmune no
cambia significativamente, o decrece, se indica un resulta-
do negativo del tratamiento. .

En otros métodos, un valor de control (es decir una
.desviacién media v estédndar) del nivel o perfil se determi-
na para una poblacién de control. Tipicamente los indivi-
duios en la poblacién de control no han recibido tratamiento
previo. Los valores medidos del nivel o perfil en un pa-
ciente después de la administracidén de un agente terapéuti-
co son entonces comparados con el valor de control. Un in-
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cremento significativo relativo al valor de control (es de-
cir mayor que la desviacidén estAndar de la media) sefiala un
resultado del tratamiento positivo o suficiente. Una falta
de incremento significativo o un decrecimiento sefiala un
resultado del tratamiento negativo o insuficiente. La admi-
nistracién del agente es generalmente continuada mientras
el nivel siga creciendo con relacidén al valor de control.
Como antes la obtencidén de una meseta relativa a los valo-
res de control es un indicador de que la administracidn del
tratamiento podria ser descontinuada o reducida en dosis
v/o frecuencia.

En otros métodos, un valor de control de nivel o per-
_£il (por ejemplo una desviacién media y esténdar), se de-
termina a partir de una poblacidén de control de individuos
que - han pasado el tratamiento con un agente terapéutico y
cuyos niveles o perfiles se han puesto en una meseta la
respuesta al tratamiento. Los valores medidos de los nive-
les o perfiles en un paciente son comparados con el valor
de contrel. Si el valor medido en el .paciente no es signi-
ficativamente diferente (es decir mas que una desviacidén
esténdar) del valor de control, el tratamiento puede ser
descontinuado. Si el nivel del paciente esta significativa-
mente’ por debajo del valor de control se garantiza la admi-
nistracién continua del agente. Si el nivel en el paciente
persiste por debajo del valor de control entonces podria
ser indicado un cambio en el tratamiento. ’

En otros métodos, un paciente que actualmente no, reci-
be tratamiento pero que ha pasado por un curso previc del
tratamiento es monitoreado para revisar los niveles de an-
ticuerpo o perfiles para determinar si se requiere reini-
ciar el tratamiento. El nivel medido o el perfil en el pa-
ciente puede ser comparado por un valor previamente adqui-
rido en el mismo paciente luego de un curso de tratamiento
previo. Un decrecimiento significativo con relacién a la
medida previa (es decir mayor que el margen tipico de error
en medidas repetidas de la misma muestra) es una indicacién
de gue el tratamiento puede reiniciarse. Alternativamente,
el valor medido en un paciente puede ser comparado con un
valor de control {(la media mas la desviacién esténdar) de-
terminado en una poblacién de pacientes luego de haber pa-
sado el curso de tratamiento. Alternativamente, el wvalor
medido en un paciente puede ser comparado con un valor de
control en poblaciones de pacientes tratados profiléctica-
mente que permanecen libres de los sintomas de la enferme-
ddd, o poblaciones de pacientes tratados terapéuticamente
‘que muestran mejora en las caractexristicas de la enferme-
dad. En todos estos casos, un decrecimiento significdativo
con relacién al nivel de contrxol (es decir mas Que la des-
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viacidén estdndar) es un indicador de que el tratamiento de-
be ser reiniciado en el paciente.

El tejido de muestra para el analisis es tlplcamenpe
sangre, plasma, suero, fluido mucoso o fluido cerebro espi-
nal del paciente. La muestra es analizada por ejemplo para
ubicar sus niveles o perfiles de anticuerpo en el péptido
AB, es decir, los niveles o perfiles de anticuerpos humani-
zados. Los métodos ELISA de detectar anticuerpos especifi-
cos al AP son descritos en la seccidén de ejemplo. En algu-
nos métodos, el nivel o perfil de un anticuerpo administra-
do se determina utilizando un ensayoc de limpieza, por ejem-
plo en un ensayo de fagocitosis in vitro, como se describe
aqui. En dichos métodos, una muestra de tejido del paciente
que estd siendo examinado se pone en contacto con depdsitos
amiloideos (por ejemplo de un ratén PDAPP} y células fago-
citicas que estan llevando receptores Fc. La limpieza sub-
secuente del depdésito amiloideo es entonces monitoreada. La
existencia y el alcance de la respuesta de limpieza brinda
una indicacién de la existencia y nivel de los anticuerpos
efectivos para limpiar AB en el tejideo de muestra en el pa-
cienté que se esta examinando.

El perfil del anticuerpo luego de la inmunizacién pa-
siva tipicamente muestra un pico inmediato en la concentra-
cién de anticuerpo ‘segquida de una cafda exponencial. Sin
mayor dosificacién, la caida se acerca a los niveles del
pre-tratamiento dentro de un periodo de dias a meses depen-
diendo de la vida media del anticuerpo administradq. Por
ejemplo la vida media de algunos anticuerpo humanos esta en
el orden de los 20 dias.

En algunos métodos un mecimiento de la linea de base
del anticuerpo AP en el paciente se hace antes de la admi-
nistracién, se hace una segunda medicién inmediatamente
después de determinar el pico del nivel del anticuerpo, y
una o mas mediciones se hacen a intervalos para monitorear
~la caida de los niveles de anticuerpo. Cuande el nivel de

anticuerpo a declinado hasta la linea base o a un porcenta-
je predeterminado de la linea base menos el (pico por ejem-
plo al 50%, 25% o 10%) se administra una dosis adicional de
anticuerpo. En algunos métodos, los niveles de pico y los
niveles medidos subsecuentemente menos el fondo son compa-
rados con niveles de referencia que se han determinado pre-
viamente para constituir un régimen de tratamiento benefi-
cioso profilédctico o terapéutico en otros pacientes. Si el
nivel de anticuerpo medido es significativamente menor a un
nivel de referencia (por ejemplo menos que la media menos
una desviacién esténdar del valor de referencia en .la po-
blacién de pacientes que se benefician del tratamiento) es
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indicada la administracién de una dosificacidén adicional de
anticuerpo. .

Los métodos adicionales incluyen el monitoreo, durante
el curso del tratamiento, cualquier sintoma fisiolégicamen-
te reconocido en esta ciencia (fisico o mental) en los cua-
les se basa rutinariamente los investigadores o los médicos
- para diagnosticar o monitorear las enfermedades amiloidogé-
nicas (por ejemplo la enfermedad de Alzheimer). Por ejem-
plo, uno puede monitorear la dificultad cognitiva éste il-
timo es un sintoma de la enfermedad de Alzheimer y del sin-
drome de Down pero también puede ocurrir sin otras caracte-
risticas de cualquiera de estas enfermedades. Por ejemplo
la dificultad cognitiva puede ser monitoreada determinando
.l puntaje de una persona en un Examen de Estado Mini Men-
tal de acuerdo con las convenciones a través- del curso del

tratamiento.

C. Kits .

La invencién ademds provee kits para realizar los mé-
todos “de monitoreo que se describen anteriormente. Tipica-
mente- dichos kits contienen un agente que especificamente
se unt a anticuerpos del AP. El kit también puede incluir
un titulador. Para la deteccidén de anticuerpos del Af, el
titulador es tipicamente en forma de anticuerpos titulados
anti-ideotipicos. Para la deteccidén de anticuerpos, el
agente puede ser suministrado preunido a una fase sélida,
tal como las positas de un plato microtitulador. Los kits
‘también contienen tipicamente etiquetas que brindan direc-
ciones para el uso del mismo. El etiquetado también podria
incluir una cartilla u otro régimen .de correspondencia que
se correlacione a los niveles de medicién contra los nive-
les de anticuerpos al AB. El término “etiquetado” se refie-
re a cualquier material escrito o grabado que esté adherido
o que de alguna otra manera acompaile a un kit en cualquier
momento durante su manufactura, transporte, venta o uso.
Por ejemplo, el término etiguetado incluye las hojas y ca-
tdlogos de anuncios, los materiales de empaque, las ins-
trucciones, audio o videocasetes, discos de computadora,
asi como la escritura directamente impresa -sobre los kits.

La invencién también provee kits de diagnéstico, por
ejemplo, de investigacidén, deteccidn y/o diagnéstico (por
ejemplo para realizar las imdgenes in wvivo). Dichos kits
tipicamente contienen un anticuerpo para unirse a un epito-
pe' de AB, preferiblemente dentro de los residuos 1-10. Pre-
feriblemente, el anticuerpo es titulado o un reagente se-
cundario de titulacién viene incluido en el kit. De prefe-
rencia, el kit esta etiquetado con instrucciones para rea-
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lizar la aplicacidén que se intenta, por ejemplo, para lle-
var a cabo un ensayo de imagenes in vivo. Anticuerpos de
ejemplo son aquellos que se describen aqui. :

D. Imagen In vivo

La invencién provee métodos para producir imégenes in
vivo de depdésitos amileideos en un paciente. Dichos métodos
son Utiles para diagnosticar o confirmar la diagnosis de la
-enfermedad de Alzheimer o la susceptibilidad a 1la misma.
Por ejemplo, los métodos pueden ser usados en un paciente
que presenta sintomas de demencia. Si el paciente tiene de-
pésitos amiloideos anormales, entonces el paciente esta
probablemente sufriendo de la enfermedad de Alzheimer. Los
métodos también pueden ser usados en pacientes asintomdti-
cos. La presencia de depésitos anormales de amiloide indi-
can susceptibilidad a una enfermedad sintoméAtica futura.
Los métodos también son ttiles para monitorear el progreso
de la enfermedad y/o la respuesta al tratamiento en pacien-
tes que han sido previamente diagnosticados' de sufrir de
Alzheimer.

Los métodos trabajan por medio de la administracién de
un reagente, tal como un anticuerpo que se une al Af, al
paciehte y luego detectando el agente después de que se ha
unido. Los anticuerpos preferidos se unen a los depésitos
AP en un paciente sin unirse a los polipéptidos APP de ta-
maiio completo. Los anticuerpos que se unen a un epitope de
AP dentro de. los amino&cidos 1-10 son particularmente pre-
feridos. En ciertos métodos, el anticuerpo se une a un epi-
tope dentro de los aminodcidos 7-10 de AP. Dichos anticuer-
pos tipicamente se unen sin inducir una respuesta de lim-
pieza substancial. En otros métodos, el anticuerpo se une a
un epitope dentro de los aminoécidos 1-7 de AB. Dichos an-
ticuerpos -tipicamente se unen e inducen una respuesta de
limpieza al AP. Sin embargo la respuesta de limpieza puede
ser evitada por medio del usc de fragmentos de anticuerpo.a
los que le falta la regién constante de longitud completa,
tales como Fabs. En algunos métodos, el mismo anticuerpo
puede " servir tanto como reagente de tratamiento como de
diagndéstico. En general, los anticuerpos que se unen a epi-
topes de terminal C al residuo 10 de AP, no muestran una
seilal tan fuerte como la de los anticuerpos que se unen a
epitopes dentro de los residuos 1-10, presumiblemente debi-
do a que los epitopes de terminal C son inaccesibles en los
depdsitos amiloideos. En consecuencia, dichos anticuerpos
sdn los menos. preferidos.

Los reagentes de diagnéstico pueden ser administrados
mediante inyeccién -intravenosa al cuerpo del paciente, o
directamente al cerebro mediante la inyeccién intracraneal
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o perforando un agujero a través del craneo. La dosis de
reagente debe estar dentro de los mismos rangos que para
los métodos de tratamiento. Tipicamente el reagente es ti-
tulado, aunque en algunos métodos, el agente primario con
afinidad de AP no esta titulado y un segundo agente titula-
dor se usa para unir al primer reagente. Escoger el titula-
dor depende de los medios de deteccidén. Por ejemplo, un ti-
tulador fluorescentes es adecuado para la deteccidén dSptica.
E)l uso de tituladores para magnéticos es adecuado para la
‘deteccién tomogré&fica sin intervencidén quirtrgica. Titula-
dores radioactivos pueden también ser detectados usando PET
© SPECT.

La diagnosis es llevada a cabo mediante la comparacidn
del nimero, tamafio y/o intensidad de los loci titulados, a
los correspondientes valores de linea base. Los valores de
linea base pueden representar los valores medios en una po-
blacién de individuos no enfermos. Los valores de linea ba-
se también pueden representar niveles previos determinados
en el mismo paciente. Por ejemplo, los valores de linea ba-
se pueden ser determinados en un paciente antes de empezar
el tratamiento, y los valores medidos luego de ello ser
comparados con los valores de linea base. Una disminucién
en 1ok valores relativo a las seflales de linea base son una
respuesta positiva a tratamiento.

La presente invencién serd descrita en mis detalle me-
diante los siguientes ejemplos no limitantes .

o«

EJEMPLOS

Ejemplo X. Eficacia Terapéutica de los Anticuerpos Anti-
Ap; mAb 2H3, mAb 10D5, mAb 266, mAb 21F12 v pAb Apl-42
Este ejemplo muestra la capacidad de diversos anti-
cuerpos monoclonales y policlonales del AP para inhibir la
acumulacidén de AP en el cerebro de los ratones transgénicos

heterocigéticos.

A. Diseflo de Estudio .
Sesenta ratones transgénicos PPADP heterdcigos, machos

vy hembras, de edades 8.5 a 10.5 meses fueron obtenidos del
Laboratorio Charles River. Los ratones fueron agrupados en
G’brupos para ser tratados con diversos antifuerpos dirigi-
dos al ABf. Los animales fueron distribuidos para hacer cua-
drar el género, la edad, la ascendencia y la fuente de los
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Tabla 2; Disefio Experimental

'(I?rr:tgsrufn- N* Anticuerpo de Especi!icidad :::g:;;:,
to Tratamiento  |del Anticuerpo
1 ’ (PBEO:Ich) NA® NA
2 10 Polyclonal AP1-42 Mixed
3 0 mAb® 2H3 AB1-12 IgGl
4 8 mAb 10D5 AB3-7 IgGl
5 6 mADb 266 AB13-28 IgG1
I 8 mAb 21F12 Ap3342 1gG2a

A
N
v

animales dentro de los grupos tan cercanamente como fue po-

sible. La tabla 2 muestra el diseflo Experimental.
-

L Ndmero de ratones en grupo al terminar el experimento. Todo.s los grupos empezaron con 10 animales..
b. NA: no aplicable
c. polictonal de ratén: anti agregado Af42

4. mAb: apticuerpo menociona) 4

o

Como se muestra en la Tabla 2, los anticuerpos inclui-
an cuatro anticuerpos monoclonales especificos del AP de
murina, 2H3 (dirigido a los residuos Ap 1-12), 10D5 (diri-
gidos a los residuos AP 3-7), 266 (dirigidos a los residuos
AR 13-28 y se unen al soluble pero no al agregado AN1792),
21F12 (dirigido a los residuos AP 33-42).
fue tratado con una fraccidén de anticuerpo policlonal espe-
cifico AP (logrado por inmunizacidén con AN1792 agregada).
El grupo de control negativo recibié el diluyente PBS solo

sin anticuerpo.’

B. Monitoreando el Curso del Tratamiento

Los anticuerpos monoclonales fueron inyectados en una
"dosis de alrededor de 10 mg/kg (asumiendo que los ratones
pesaban 50g). Tituladores de anticuerpo fueron monitoreados
durante las 28 semanas de tratamiento. Se administrd inyec-
ciones intraperitonealmente cada 7 dias en promedio para
mantener la titulacidén anti- AR por encima de 1000. Aunque
se midié titulaciones menores para el mAb 266 dado que no
se une bien al AN1792 agregado usado como el antigeno de
captura en el ensayo, se mantuvo la misma programacidn de
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dosis para todo el grupo. El grupo que recibid el anticuer-
po monoclonal 2hl fue descontinuado durante las primeras
tres semanas dado que el anticuerpo se limpid demasiado ra-
pido- in vivo. )

Para la determinacién de los tituladores anticuerpo,
un subconjunto de tres ratones escogidos al azar de cada
grupo fueron sangrados justo antes de cada inoculacién in-
traperitonial, para un total de 30 sangradas. Los titulado-
res de anticuerpo fueron medidos como anticuerpos unidos al
AB1-42 usando un sdndwich ELISA con placas plasticas multi-
positos revestidas con APl-42 como se describe en detalle
en Materiales Generales y Métodos. La titulacidén media de
cada sangrado se presenta en la Tabla 3 para el anticuerpo
policlonal y para los monoclonales 10D5 y 21F12.
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Tabla 3:

samanas 21F12 Semanas 1005 semanas poly
21F12 1005 poly
0.15 500 0.15 3000 0.15 1600
0.5 800 0.5 14000 0.5 4000
1 2500 1 5000 1 4500
1.5 1800 1.1 S000 1.5 3000
2 1400 1.2 1300 2 1300
3 6000 2 J000 3 1800
3.5 550 3 4000 3.5 650
4 1600 as 500 4 1300
5 925 4 2400 5 450
8 3300 5 925 6 2100
7 4000 6 1700 7 1300
8 1400 7 1600 8 2300
9 1900 g 4000 9 700
10 1700 9 1800 10 600
1 1800 10 1800 11 600
12 1000 11 2300 12 1000
13 1500 12 2100 13 800
14 1300 13 2800 14 1900
1§ 1000 14 1900 15 1200
16 1700 15 2700 18 700
17 1700 16 1300 17 2100
18 5000 17 2200 18 1800
19 900 18 2200 19 1800
20 300 19 2500 20 1200
22 1750 20 980 22 1000
23 1600 22 2000 23 1200
24 1000 23 1000 24 675
25 1100 24 850 25 850
26 2250 25 800 26 1600
27 1400 26 1100 27 1900
28 27 1450 28
28

Los tituladores promediaron alrededor de 1000 durante
este periodo de tiempo para la -preparacién con anticuerpo
policlonal y estuvieron ligeramente por encima de este ni-
.vel para los animales tratados con 10D5 y 21F12.

El tratamiente fue continuado durante un periodo g&e
seis meses para un total de 196 dias. Los animales fuaron
eutanizados una semana después de la dosis final.

C. Niveles 'de AR v APP en el Cerebro
Luego de alrededor de seis meses de tratamiento con
las diversas preparaciones de anticuerpo anti- Ap, se re-
tiré los cerebros de los animales después de una perfucidn
salina.
. Un hemisferio fue preparado para un andlisis inmu-
nohistoquimico y el segundo fue usado para la cuantifica-
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cién de los niveles de Af y APP. Para medir las concentra-
ciones de las diversas formas del péptido beta amiloide y
de la proteina precursora amiloidea (APP), el hemisfemnio
fue disecado y homogenizado en las regiones hipocampal,
cortical y cerebelar y preparadas en guanidina 5M. Estas
fueron diluidas serialmente y el nivel del péptido amiloide
o APP fue cuantificado  por comparacidén a una serie de dilu-
siones de estidndares de péptido AP o APP de concentraciones
conocidas en el formato ELISA.

Los niveles del total AP y de ABl-42 medidos mediante
ELISA en los homogenados del cortex y de hipocampos y el
nivel del total de Af en el cerebelo se muestran en las ta-
blas 4,5 y 6 respectivamente. La concentracién mediana del
total de AB para el grupo de control inoculados con el PBS,
fue 3.6 veces mayor en el hipocampo que en el cortex (una
mediana de 63,389 ng/g de tejido hipocampal en comparacidn
con 17,818 ng/g del cortex). El nivel mediano en el cerebe-
lo del grupo de control (30.6 ng/g de tejido) fue mas de
2000 veces menor que en el hipocampo.. Estos niveles son si-
milares a aquellos previamente reportados para los ratones
transgénicos PDAPP heterocigos de esta edad (Jonson-Wood et
al., arriba). .

En cuanto al cortex un grupo de tratamiento tuvo un
nivel de mediana AR, medida como APlL-42, que diferfa signi-
ficantemente de la del grupo de control (p < 0.059, de
aquellos animales que recibian el anticuerpo anti- AP “poli-
clonal como se muestra en la Tabla 4. El nivel mediano de
ABl-42 fue reducido por 65% en comparacién al control de
este grupo de tratamiento. Los niveles de mediana de Afl-42
fueron también significativamente reducidos en 55% compara-
dos al control en un grupo adicional de tratamiento, estos
animales fueron dosificados con el mAb 10D5 (p = 0.0433).
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Tablad
CORTEX
Grupo de Tratn "
miento N Medianas Medias
Total AB Ap42 Total A AB42
(]

E:.ILSG.A P value' % Change EnLlLseA P value | % Change ELISA value ELISA value
PBS 9 17818 NA* NA 13802 NA NA 16150+/ 7456* 126214/ 5738
P:B’:'z""" e BT 6160 00055 65 439 00071 65 59124/-4492 44544/ 3347
mAb 10D5 8 7915 01019 _56 6214 00433 -55 9695+/ 6929 6943+/ 3351
mAb 266 6 9144 01255 49 8481 0 1255 -39 9204+/ 9293 74894/ 6921
mAb 21I"12 8 15158 02898 15 13578 07003 2 124814/ 7082 11005+ 6324
Footnotes
a Numero de ammales por grupo al final del experimento
b ng/gtepdo
¢ Mann Whitney anflisis
d NA no aplicable foes
¢ Desviacién estdndar

”
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En el hipocampo, la reduccidén porcentual media del bto-
tal AB asociado con el tratamiento con el. anticuerpo anti-
AB policlonal (50%, p = 0.0055) no fue tan grande como el
que se observé en el cortex (65%) (Tabla 5). Sin embargo la
magnitud absoluta de la reduccidén fue casi 3 veces mayor en
el hipocampo que en el cortex, una reduccidén neta de 31,683
ng/g de tejido en el hipocampo contra 11,658 ng/g de tejido
en el cortex. Cuando fueron medidos como el nivel de una
forma mas amiloidogénica de AR, Afl-42, en lugar de cémo el
total de Af, la reduccidén lograda con el anticuerpo poli-
clonal fue significativa (p = 0.0025). Los niveles medios
en los grupos tratados con el mAbs 10D5 y 266 fueron redu-
cidos por 33% y 21% respectivamente.



: @

Tabla s "

! PO S,
Grupo de N Medianas Medias
Tratamiento '

Total Af AP42 Total AB AB42

ELISA P % Chan- | ELISA P % Chan- | ELISA value ELISA value

value® value® ge value value e
PBS 9 63389 NA® NA 54429 NA NA 58351+4/-13308° | 52801+/-1470)
Polyclonal 10 31706 00055 -50 27127 00025 -50 30058+/-22454 | 24853+/-18262
anti-AB42
mAb 10D5 8 46779 00675 -26 36290 00543 -33 445814/-18632 | 36465+/-17146
mAb 266 6 48689 00990 -23 43034 00990 -21 36419+/-27304 | 32919+/-25372
mAb21F12 |8 51563 07728 -19 47961 0 8099 -12 57327+/-28927 | 50305+/-23927
& Nimero de animales por grupo al final del expenmento
b ng/gtepdo
¢ Mann Whitney anlisis
d NA no aplicable
e Desviacién estdndar

L -~
”
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El Af total también fue medido e€n el cerebelo (Tabla
6) . Los grupos dosificados con el anti- AB policlonal y el
anticuerpo 266 mostraron significativas reducciones de Xos
niveles del AP total (43% y 46%, p = 0.0033 y p = 0.0184,
respectivamente) y el grupo tratado con 10D5 tuvo una re-
duccién significativa cercana (29%, p = 0.0675).

Tabla §
CEREBELLUM
Grupo de Tra-| . Medianas Medias
tamiento
.Total AB _ Total AR
ELISA P | %Chan- | pryca value
. value value ge
PBS ° 9 30.64 NAY NA | 40.00+/-31.89°
Polyclonal
1 . 0033 43 18.15+/-4.36
anti-AB42 0 17.61 0 3
mAb 10D5 8 21.68 0.0675 29 | 27.29+/-19.43 «
mADb 266 6 16.59 0.0184 46 | 19.594/-6.59
mAb 21F12 8 29.80 | >0.9999 3 32.88+/-9.90 ‘

" 2. Niimero de animales por grupo al final del experimento
b. ng/g tejido
¢. Mann Whitney anélisis
d. NA: no aplicable
e. Desviacién estdndar

La concentracién de APP también fue determinada me-
diante ELISA en el cortex y el cerebelo de los ratones tra-
tados con anticuerpo y los de control tratados con PBS. Dos
.ensayos de APP diferentes fueron utilizados. El pri,mero
‘disefiado APP-a/FL, reconoce tanto el APP-zlfa (o, la forma
secretada de APP gque ha sido embutida dentro de la secuen-
cia AB), y las formas de longitud completa (FL) de APP,
mientras que el segqundo reconoce solamente APP-a. En con-
traste a la disminucién asociada al tratamiento de AB en un
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subconjunto de los grupos de tratamiento, los niveles APP
permanecieron virtualmente inalterados en todos los que se
trataron comparados con los animales de control. Estos nre-
sultados indican que las inmunizaciones con anticuerpos A
eliminan el AB sin eliminar el APP.

En resumen, los niveles Al se vieron significativa-
mente reducidos en el -cortex, hipocampo y cerebelo de los
animales tratados con el anticuerpo policlonal en contra
del AN1792. En menor escala los anticuerpos monoclonales a
la regién terminal amino de APl-42, especificamente los
aminodcidos 1-16 y 13-28 también mostraron efectos signifi-
cativos en el tratamiento.

D. Andlisis Histoquimico

La morfologia de las placas AB-inmunoreactivas en los
subconjuntos de cerebros de los grupos de ratones én trata-
miento con PBS, AB42 policlonal, 21F12, 266 y 10D5 fue com-
parado cualitativamente a aquellos de estudios previos en
los cuales se siguieron procedimientos de inmunizacién es-
téndar con Ap42. :

La mayor alteracién tanto en el alcance como-en la

apariencia de las placas amiloideas ocurrié en los animales
- inmunizados con el anticuerpo policlonal Af42. La reduccién
de la carga amiloidea, la morfologia de la placa erosionada
y la inmunoreactividad AP asociada a las células refleijd
muy cercanamente los efectos producidos por el procedimien-
to de inmunizacién esténdar. Estas observaciones soportan
los resultados ELISA en los cuales se logré significativas
reducciones tanto en el total de AP y AB42 mediante la ad-
ministracién del anticuerpo policlonal Ap42.
, En evaluaciones cualitativas similares, las placas
amilocideas en el grupo 10D5 también fueron reducidas en
nimero y apariencia con cierta evidencia de inmunoreactivi-
dad Ap asociada a las células. En relacién a los animales
de tratamiento por control, la fraccién policlonal Ig co-
ntra AP y uno de los anticuerpos monoclonales (10DS5) redu-
cié la carga de la placa en 93% y 8l% respectivamente (p <
. 0.005). El 21F12 parecid tener un efecto relativamente mo-
desto sobre la carga de placa. Los microgrdficos del cere-
bro luego' del tratamiento con pAbAB;-¢2 muestran depdsitos
difusos y la ausencia de muchas de las placas grandes com-
pactadas en el grupo tratado con pAbAP;.q; en relacién a los
animales tratados para control.

* E. Respuestas Linfoproliferativas
La linfoproliferacién dependiente de AR fue medida
usando células del bazo recolectadas ocho dias después de
la infusién de anticuerpos final. Las células recién culti-
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vadas, 10° por posita, fueron cultivadas por 5 dias en pre-

sencia de Afl-40 a una concentracién de 5 uM por estimula-

cién. Como control positivo, células adicionales fuexon
cultivadas con el mitégeno de la célula T, PHA, y como con-
trol negativo algunas células fueron cultivadas sin un pép-
tido afladido.

Los esplenocitos de los ratones PDAP aflejados e inmu-
nizados pasivamente con diversos anticuerpo anti-Af fueron
estimulados in vitro con AN1792 y las respuestas prolifera-
tivas y citédquinas fueron medidas. El prpdsito de estos en-
sayos fue determinar si al inmunacidn pasiva facilitaba la
presentacién de antigeno, y por lo tanto sacar una impre-
sién de las respuestas de la célula T especificas para el
AN1792. Las respuestas no especificas proliferativas o ci-
tébquinas contra el AN1792 fueron observadas en ratones que
fueron inmunizados pasivamente con los anticuerpos anti-Ap.

Ejemplo II: Eficacia Terapéutica de .los Anticuerpos Anti-
-AB: mAb 2H3, mAb 10D5, mAb 266, mAb 21F12, mAb 3D6, mAb
16C1l1°"y pAb AB1-42

. :En un segundo estudio, el tratamiento con 10DS fue re-
petido y dos anticuerpos anti-Ap adicionales fueron proba-
dos, los monoclonales 3D6 (AB1-5) y 16Cll (AB33-42). Los
grupos de control recibieron el PBS o un anticuerpo irrele-
vante empatado con el isotipo (TMZ2a). Los ratones fueron
mayores {de 11.5 a 12 meses de edad heterocigotes) gue en
el estudio previo, de otro modo el disefio experimental fue
lo mismo. Una vez mas, después de seis meses de tratamien-
to, el 10D5 redujo la carga de placa por mas de 80% en re-
lacién a los controles con PBS o con el anticuerpo empatado
. con el isotipo (p = 0.003). Uno de los otros anticuerpos
‘contra el Af, 3D6, fue igualmente efectivo produciendo una

- . reduccién de B86% (p = 0.003). En contraste, el tercer anti-

cuerpo contra el péptido 16Cll, no logrd tener ningin efec-
‘to sobre la carga de placa. Hallazgos similares fueron ob-
tenidos mediante las mediciones de AB42 con ELISA.

Estos resultados demuestran que la respuesta de un an-
ticuerpo contra el péptido AB, en la ausencia de la célula
T de la inmunidad, es suficiente para disminuir la deposi-
.cién amiloidea en los ratones PDAPP, pero que no todos los
anticuerpos anti-Af son igualmente eficaces. Los anticuer-
pos dirigidos a los epitopes comprendiendo .los aminoAcidos
1-5 o 3-7 de Af son particularmente eficaces. En resumen,
sé puede demostrar que los anticuerpos administrados pasi-
vamente contra el ApP (por ejemplo inmunizacién pasiva)) re-
duce la extensién de la placa de deposicién en un modelo de
ratén de la enfermedad de Alzheimer.
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Ejemplo IITI: Monitoreo de la Unidén de Anticuerpos en el GMS

] Este ejemplo demuestra que cuando se mantienen concen-
traciones modestas en el suero (25 a 70 ng/ml), los anti-
cuerpos lograron acceso al CNS a niveles suficientes para
decorar las placas beta-amiloidea.

Para determinar si los anticuerpos contra el AP podri-
an estar actuando directamente dentro del CNS, se examind
cerebros tomados de los ratones remojados en solucién sali-
na al final del Ejemplo II para buscar la presencia de an-
ticuerpos administrados periféricamente. Secciones no fija-
das criostédticas del cerebro fueron expuestas a un reagente
fluorescente en contra de la inmunoglobulina de ratén (el
cuerpo anti-ratén IgG-Cy3). Las placas dentro de los cere-
bros de los grupos tratados con 10D5 y 3D6 estuvieron fuer-
temente decoradas con anticuerpo, mientras que no habia co-
loracién en el grupo del 16Cll: Para revelar la extensidén
completa de la deposicidn de placa se hizo inmunoreaccionar
en primer lugar secciones serxiales de cada cerebro con un
anticuerpo anti- AB, y luego con el reagente secundario.
Después -de la administracién periférica los grupos 10D5 y
3D6 Xograron el acceso a la mayoria de las placas dentro
del CNS. La carga de placa se vio grandemente reducida en
estos grupos de tratamiento en comparacién al grupo 16Cll.
La entrada de) anticuerpo al CNS no se debié a una filtra-
cién anormal de la barrera sangre-cerebro ya que no hubo
incremento en la permeabilidad vascular seqin la medida de
Evans Blue. en los ratones PDAPP. Ademds, la concentracidn
de anticuerpo en el parenquima del cerebro de los ratones
PDAPP envejecidos fue la misma como en los ratones no
transgénicos, representando 0.1% de la concentracién del
. anticuerpo en el suero (sin tomar en cuenta el isotipo).

Estos datos indican que los antibidéticos administrados
periféricamente pueden entrar el CNS doride pueden directa-
mente activar la limpieza del amiloide. Es probable que el
16C1l1 también tuvo acceso a las placas pero no pudo unirse.

"Ejemplo IV: Ensayo Ex vivo para Filtrar la Actividad de un
Anticuexpo contra los Depdsitos Amiloideos

Para examinar el efecto de los anticuerpos sobre 1la
limpieza de las placas, establecimos un ensayo ex vivo en
el cual se cultivd células primarias microgliales- con sec-
ciones criostAticas no fijadas tanto de .cerebro de ratén
PDAPP y de humanos AD. Se obtuvo células microgliales de
las cortezas cerebrales de ratones recién nacidos DBA/2N
{1-3 dias). Las cortezas fueron disociadas mecAnicamente en
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HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, Sigma) con 50 pg/ml
ADNse I (S5igma). Las células disociadas fueron filtradas
con un cernidor de celdas de 100 um (Falcon), y centrifuga-
das a 1000 rpm por 5 minutos. La pelotita fue resuspendida
en un medio de crecimiento {alta glucosa DMEM, 10% FBS, 25
ng/ml de rmGM-CSF), y las células fueron plateadas a una
densidad de dos cerebros por frasco de cultivo de plastico
T-75. Después de 7-9 dias, los frascos fueron rotados en un
agitador orbital a 200 rpm por 2 horas a 37%C. La suspen-
sién de células fue centrifugada a 1000 rpm y resuspendida
en el medio de ensayo.

Secciones criostdticas de 10 pm de cerebro de ratdn
PDAPP 0 humano AD (intervalo post-mortem < 3 horas) fueron
montados por :calentamiento sobrecubiertas redondas de vi-

‘drio revestidas con poli-lisina y colocadas en positas de

platos de cultivo de 24 posas. Las cubiertas fueron enjua-
gadas dos veces con el medio de ensayo que consistia de H-
SFM (un medio libre de cero de hibridoma, Gibco BRL) con 1%
de FBS, glutamina, penicilina/streptomicina, y 5ng/ml rmGM-
CSF (R&D). Anticuerpos de control o anticuerpos anti-Ap
fueron afladidos en concentraciones de 2x (5 ug/ml final)
por una hora. Las células microgliales fueron entonces ali-
mentallas a una densidad de 0.8x 10° de células/ml en el me-

-dio de ensayo. Los cultivos fueron mantenidos en una incu-

badora humidificada (37%C, 5%CO;) por 24 horas o mas. Al
final de la incubacidn, los cultivos fueron fijados con 4%
de formol y permeabilizados con 0.1% de Triton-Xi00. Las
secciones fueron coloreadas con 3D6 biotinilado seguido de
estreptavidina/Cy3 conjugado (Jackson ImmunoResearch). Las
células microgliales exégenas fueron visualizadas mediante
una coloracidén nuclear (DAPI). Los cultivos fueron observa-
dos con 'un microscopio fluorescente invertido (Nikon,

- PE300) y se tomaron fotomicrogrdficos -con una cdmara digi-

tal APOT usando el software SPOT {instrumentos de diagnds-

‘tico). Para el andlisis de coagulacién Westerm, los culti-
-vyos fueron extraidos en 8M de urea, diluidos 1 a 1 en un

.apagador de muestra de tricina y cargados dentro de un gel
de tricita de 16% (Novex). Luego de ser transferidos al in-
mobilon, los coagqulos fueron expuestos a 5 pg/ml del pabAf
seguidos por un anticuerpo anti- ratén conjugado HRP, y re-
velados con ECL (Amersham) .

Cuando se realizdéd el ensayo con secciones de cerebro
PDAPP en la presencia de 16Cll (uno de los anticuerpos co-
ntra el AB que no fue eficaz in wvivo), las placas p-
amiloideas permanecieron intactas y no se observd fagocito-
sis. En contraste, cuando se cultivdé secciones adyacentes
en presencia de 10 de 5, los depdsitos amiloideos desapare-
cieron grandemente y las células microgliales mostraron nu-
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merosas vesiculas gacociticas conteniendo Af. Se obtuvéd re-
sultados idénticos con secciones del cerebro AD; el 10D5
indujo fagocitosis de las placas AD, mientras que el 16Ci1
"fue inefectivo. AdemAs, el ensayo brindé resultados compa-
rables cuando se llevd a cabo con células microgliales
humanas o de ratén, y con anticuerpos de ratén, conejo o
primate contra el AP.

La Tabla 7 compara la unidén de AP contra la fagocito-
sis para diversas especificidades de unién de anticuerpo.
Se puede observar que los anticuerpos que se unen a epito-
pes dentro de aa 1-7.se unen y limpian los ‘depésitos ami-
loideos, mientras que los anticuerpos que se unen a los
epitopes dentro de los aminodcidos 4-10 se unen sin limpiar
los depdésitos amiloideos. Los anticuerpos que se unen a los
epitopes de terminal C al residuo 10 ni se unen ni limpian
los depésitos amiloideos.

Tabla7: Andlisis de Especificidad al Epftope

Antibody
) epitope  isotype Staining Pliagoc!.tosis
N-Term
_mab ‘}
3D6 1-5 IgG2b + +
10D5 3-7 IgG1 + + "
22C8 3-7 IgG2a + +
6E10 5-10 IgGl + -
14A8 410 ratlgGl + -
aa 13-28 .
18G11 10-18 mIgGl - - -
. 266 1624  IgGl - -
22D12 1821  IgG2b - -
C-Term
2G3 40 IgGl1 - .
16C11 40/42  IgGl P .
21F12 42 IgG2a - ;
Immune serum
nabbit (CFA) 1-6 + +
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mouse (CFA) 3-7

mouse (QS-21) 3-7

monkey (QS-21) 1-5
mouse (MAP1-7)

+ + + +
+ + + +

La Tabla 8 muestra resultados obtenidos con diversos
anticuerpos contra el ABf comparando sus habilidades para
inducir fagocitosis en los ensayos ex vivo y para reducir
la carga de placa in vivo en estudios de transferencia pa-
siva. Aunque el 16Cll y el 21F12 se unieron al péptido A
agregado sintético con gran avidez, estos anticuerpos no
pudieron reaccionar con las placas amiloideas P en seccio-
. nes del cerebro no fijadas, no pudieron activar la fagoci-
tosis en el ensayo ex vivo y no fueron eficaces in vivo. El
10D5, 3D6 y el anticuerpo policlonal contra el Af fueron
activos en las tres mediciones. Estos resultados demuestran
que la eficacia in vivo se debe a la limpieza mediada por
el anticuerpo en forma directa de las placas dentro del CNS
Yy que el ensayo ex vivo es predictivo de la eficacia in vi-

vVO.
:

Tabla 8: El ensayo ex vivo como predictor de la eficacia in vivo y

»

Antibody Isotype  Avidity for Binding to = Ex vivo In vivo =
' aggregated  P-amyloid  efficacy  efficacy

AB (pM) plaques

monoclonal
3D6 IgG2b 470 -+ + +
10D5 IgGl 43 + + +
.16C11 IgGl 920 - ) - -
21F12 IgG2a 500 - . - .
TM2a 1gG1 - - - -

polyclonal
142 mix 600 + . + +

~

= El mismo ensavo ha sido usado para evaluar la activi-
dad de limpieza de un anticuerpo contra un fragmento de si-
nucleina al que nos referimos como NAC. La sinucleina ha
- sido mostrada como que es una proteina asociada a la placa
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amiloidea. Un anticuerpo a la NAC se puso en contacto con
una muestra de tejido cerebral conteniendo placa amiloidea
y células microgliales como antes. Se usé suero de conego
como control. El monitoreo subsecuente mostré una marcada
-reduccién en el nimero y en el tamafio de las placas indica-
tivas de la actividad de limpieza del anticuerpo.

Se usé microscopia confocal para confirmar que el Af
fue internalizado durante el curso del ensayo ex vivo. En
la presencia de anticuerpos de control las células micro-
gliales exdgenas permanecieron en un plano confocal por en-
cima del tejido, no hubo vesiculas fagociticas conteniendo
AB, y las placas permanecieron intactas dentro de la sec-
cién. En presencia del 10D5, casi todo el material de placa
fue contenido en vesiculas dentro de las células microglia-
- les exdgenas. Para determinar el destino del péptido inter-
" nalizado, se extrajo cultivos tratados con 10D5 con 8M urea
en diversos puntos de tiempo, y se examinaron mediante el
-andlisis de codgulos Western. Después de una hora, cuando
ain no habia ocurrido fagocitosis, la. reaccidén con un anti-
cuerpo policlonal contra el AP revelé una fuerte banda 4kD
(correspondiente a un péptido AB). La inmunoreactividad AR
. decrecié en el dia 1 y estuvo totalmente ausente para el
dia 3’ Por lo tanto la fagocitosis mediada por anticuerpos
de AR conduce a su degradacidn.

Para determinar si la fagocitosis en el ensayo ex vivo
. fue mediada por Fc, se prepard- fragmentos F(ab’)2 del “anti-
cuerpo AP 3D6. Aunque los fragmentos F(ab’)2 retuvieron su

total habilidad para reaccionar con las placas, no pudieron

activar la fagocitosis por las células microgliales. Ademds
la fagocitosis.con el anticuerpo completo pudo ser bloquea-
da por medio de un reagente contra los receptores Fc¢ de mu-
rina (anti-CD16/32). Estos datos indican que la limpieza in
vivo del AP ocurre a través de una fagocitosis mediada por

el receptor Fc. ;

Ejemplo V: Pagso ‘de Anticuerpos a través de la Barrera San-
gre-Cerebro

Este ejemplo determina la concentracién de anticuerpo
administrado al cerebro después de una inyeccidn intraveno-
sa en el tejido periférico de ratones normales o PDAPP.
Luego del tratamiento, los ratones PDAPP o normales de con-
trol fueron remojados en 0.9% de NaCl. Secciones cerebrales
(hipocampo o cortex) fueron disecadas y répidamente conge-
lddas. E1l cerebro fue homogenizado en inhibidores de 0.1%
triton + proteasa. Se detectd inmnoglobulina en los ex-
tractos por medio de ELISA. Los cuerpos anti-ratén IgG
F(ab’')2 fueron recubiertos sobre una placa RIA como agente
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de recaptura. El suero de los extractos de cerbro fue incu-
bado por una hora. Los isotipos fueron detectados con un
anti-ratén IgGl-HRP o IgG2a-HRP o IgG2b-HRP (Caltag). Los
anticuerpos, sin tomar en cuenta el isotipo, estuvieron
presentes en el CNS en una concentracién que es 1:1000 la
gue se encuentra en la sangre. Por ejemplo, cuando la con-
centracién de IgGl fue tres veces la de Igg2a en la sangre,
era tres veces IgG2a en el cerebro_también, ambas estuvie-
ron presentes en 0.1% de sus respectivos niveles en la san-
gre. Este resultado se observd tanto en los ratones trans-
génicos como en los ratones no transgénicos indicando que
el PDAPP no tiene una fuga singular en la barrera sangre-
cerebro.

Ejemplo VI: Clonacién y Secuenciacién de las Regiones Va-
riables del 3D6 del Ratdn

Clonacidn y Andlisis de Secuencia del 3D6 VH. La re-
gién variable de cadena pesada .VH del 3D6 fue clonada por
medio de RT-PCR usando mRNA preparada a partir de células
hibridomas por dos métodos independientes. En el primero
ejemplos de consenso fueron empleados para el péptido di-
rectriz de la regién VH junto con la iniciacién de traduc-
cién del codon como el imprimante 5° (ADN #3818-3829), y un
imprimante 3’ especifico para regiones constantes g2b (ADN
#3832). Las secuencias del producto PCR amplificado’, asi
como de miltiples clones independientemente derivados, es-
tuvieron en completo acuerdo entre si. Como una prueba adi-
cional de la secuencia de la regién 3Dé VH, el resultado
fue confirmado mediante la secuenciacién de un fragmento VH
obtenido por la metodologia 5’ RACE RT-PCR y el imprimante
especifico 3’ g2b (ADN #3832). Nuevamente, la secuencias
fue derivada del producto PCR, asi como de miltiples clones
aislados independientemente. Ambas secuencias se encuentran
en completo acuerdo entre si, {(con la excepcién de la subs-
titucién del V8I en la regién directriz del 5’ RACE) indi-
cando que las secuencias se derivan del mRNA codificando la
regién VH del. 3D6. El nucleétido (SEQ ID NO:3) y la secuen-
cia -aminodcido (SEQ ID NO:4) de la regién Vh del 3D6 son
presentadas en la Tabla 9 y en la Figura 2, respectivamen-

te.
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Tabla 9: Secuencia Nucledtida VE 3D6 de ratén

ATCGAACTTCGGGCTCAGCTTGATTTTCCTTGTCCTTGTTTTAAAAGCTGTCCAGTGTGA
AGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGCGTCTCTGAAACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGGCATGTCTTGGGTTCGCCAGAAT
TCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTTGCATCCATTAGGAGTGGTGGTGGTAGAACCTACTA
TTCAGACAATGTAAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGAGAATGCCAAGAACACCCTGT
ACCTGCAAATGAGTAGTCTGAAGTCTGAGGACACGGCCTTGTATTATTCTGTCAGATAT
GATCACTATAGTGGTAGCTCCGACTACTGGGGCCAGGGCACCACT (SEQ ID NO:3)

*Se subraya el péptido directriz.

Andlisis de Clonacién y Secuencia.de 3D6 VL. La regidn
variable VL de la cadena ligera del 3D6 fue ‘clonada de ma-
nera andloga a la de la regién VH. En la primera prueba se
designd un juego de imprimante de consenso para amplifica-
cién 'de regiones VL de murina como sigue: 5’ imprimantes
(ADN #3806-3816) fueron diseflados para hibridizar la regién
VL. acompaflando la iniciacidén de traduccién codon y un 3’
imprimante (ADN #3817) fue espec;f;co para el flujo'hac1a
abajo de la regién Ck de murina de la regidén de unidém V-J.
El andlisis de secuencia ADN del fragmento PCR, asi como
los clones derivados independientemente que se aislaron
usando este juego de imprimante de cadena ligera, revelaron
que el cADN obtenido fue derivado de un mensaje de arreglo
‘'no funcional a medida que la secuencia continué la mutacién
‘de cuadros entre la unién de la regién V-J. .

En un segundo ensayo, se empledé 5’'RACE para clonar un
segundo VL codificando cADN. El andlisis de secuencia de
-este producto (consenso 11} demostré que codificaba un mRNA
funcional. Por lo tanto, se puede concluir gue la secuencia
codifica la cadena ligera mRNA correcta del 3D6. E1 nucled-
tido (SEQ ID NO:1) y la secuencia aminodcido (SEQ ID NO:2)
de la regién VL de 3D6 son presentados en la Tabla 10 y en
la Figura 1, respectivamente.

-Ta’bla 10: Secuencia Nucledtida VL 3D6 de ratén

ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTCTTTCTGTTAGTGCTCTGGATTCGGGAARCCAACGG
TTATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGACAACCAGCCT
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CCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATGGARAGACATATTTGAAT
TGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACT
GGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACACTGA
ARATCAGCAGAATAGAGGCTGAGGATITGGGACTTTATTATTGCTGGCAAGGTACACAT
TTTCCTCCGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA (SEQ ID NO:1)

*Se subraya el péptido directriz.

A partirx del terminal N y el terminal ¢ tanto las ca-
denas ligera como pesada comprenden los dominios FR1l, CD1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacién de aminodcidos a
cada dominio esta de acuerdo con la convencién numérica de

Rabat et al., mas arriba.

La Expresidén del Anticuerpo Quimérico 3D6: Las regio-
nes de cadena variable ligera y pesada fueron reingeniera-
das para codificar secuencias de seccién de donante co-
rriente abajo de las uniones VDJ ¢ VJ.respectivas, y clona-
das ep vectores de expresidén mamifera pCMV-hyl para la ca-
dena pesada, pCMV-hxl para la cadena ligera. Estos vectores
codifican las regiones constantes humanas Yyl y CK como
fragmentos exénicos corriente abajo del casete de la regidn
variable insertada. Luego de la verificacién de secyencia
los vectores de expresidn de cadena pesada y cadena ldgera
fueron cotransfectados en células COS. Dos diferentes clo-
. nes de cadena pesada (H2.2 & H3.2) fueron independieh‘temen—
te cotransfectados con tres clones de cadena ligera quimé-
rica diferentes (L3, L4 y L10) para confirmar la reproduci-
.bilidad del resultado. Una transfeccidén de anticuerpo qui-
mérico 21.6 fue llevada a cabo como control positivo para
los vectores. La media condicionada se recolecté 48 horas
luego de la transfeccidén y se examiné mediante el anilisis
de codgulos western para la produccién de anticuerpos o el
ELISA para la unidén Af.

Los miltiples transfectantes todos expresaron combina-
ciones de cadena pesada mas cadena ligera que fueron reco-
nocidas como anticuerpo anti-humanc IgG (H+L) sobre un exa-
men de coagulacidén western. -

La unidén directa de los anticuerpos 3D6 y el quimérico
3D6 (PK1614) al AP fue examinada mediante el andlisis ELI-
SA. Se encontrd que el 3D6 quimérico se une al AR con gran
avidez, similar a la demostrada por 3D6 (Figura 3A). Ademds
un ensayo de inhibicién competitiva ELISA reveld que los
anticuerpos 3D6 quimérico y el 3D6 murina competian
igualmente con la unidén del biotinilado 3D6 hacia el AP
(Figura 3B). El anticuerpo quimérico demostré propiedades
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3B). El anticuerpo quimérico demostrd propiedades de unién

indistinguibles a partir de la muestra de referencia 3D6.
[

Tabla 11.
Conc (pg/ml) 306 PK1614 IgG1
0.037 119.3
0.11 1186 118.9
033 89.7 71.25
1 98.53 84.53 134.4

Mas atn, ‘tanto el 3D6 como el PK1614 fueron-efectivos
en la limpieza de las placas Af. El ensayo ex vivo demues-
tra que a medida que la concentracién de anticuerpo aumenta
la cantidad de AP disminuye de manera similar tanto para
los anticuerpos 3D6 murina y quiméricos. De aqui gue se
puede _concluir que las secuencias codifican cadenas funcio-
nales 3D6é pesada y ligera respectivamente.

Ejemplo VII: Humanizacidn del 3D6

Modelacidn Homologia/Molecular. Con el fin de identi-
ficar los residuos de cuadro estructurales clave en €l an-
ticuerpo 3D6 de murina, se generé un modelo tridimensional
basado en los anticuerpos mas cercanos de murina para las
cadenas pesada y ligera. Para este propdsito, un anticuerpo
denominado 1CRY9 fue escogido como una plantilla para mode-
lar la cadena ligera 3D6 (PDB ID:1CRS9, Kanyo et al., arri-
ba), y un anticuerpo denominado 10PG fue escogido como la
plantilla para modelar la cadena pesada (PDB ID:10PG Kodan-
dapani et al., arriba). (Ver también Tabla 1} La secuencia
" de alineamiento de aminodcidos del 3D6 con las cadenas li-
gera y pesada de estos anticuerpos reveld que con la excep-
cién del CDR3 de la cadena pesada, los anticuerpos 1CR9 ¥y
10PG comparten una homologia de secuencia significativa con
el 3D6. Ademéds, los lazos CDR de los anticuerpos seleccio-
nados cayeron dentro de las mismas clases estructurales ca-
nénicas Chotia como lo hacen los 1lazos CDR del 3D6,
nuevamente con la excepcidn de la CDR3 de la cadena pesada.
Por lo tanto, 1CR9 y 10PG fueron inicialmente seleccionados
como anticuerpos de estructura seleccionada para la modera-
cién de homologia del 3D6.

Un modelo homélogo de primer paso de la regidén varia-
ble 3D6 basada en los anticuerpos anotados arriba fue cons-
truido usando el software Look & SegMcd Modules GeneMIne
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(v3.5}. Este software fue adquirido mediante una licencia
pexpetua del Molecular Applications Group (Palo Alto, CA).
Este software creado por los Drs. Michael Levitt y Chreis
Lee, facilita el proceso de la moderacidn molecular median-
te la automatizacién de los pasos gque involucra la modela-
cién estructural de una secuencia primaria sobre una plan-
tilla de una estructura conocida basado en una secuencia de
homologia. Trabajando en una estacién IRIS Silicon Graphics
bajo un entorno UNIX, la estructura o modelada es automdti-
camente refinada por una serie de pasos de minimizacidén de
energia para liberar los contactos atdmicos desfavorables y
optimizar las interacciones electrostdticas van der Walls.

Un modelo mas refinado fue construido usando la capa-
cidad de modelaje de Quanta®. Una consulta de la base de
datos PDB con CDR de la cadena pesada del 3D6 identificd 1
gkz como el mas homélogo y gque tuve un nimero idéntico de
residuos como el 3D6. De agqui que el CDR3 de la cadena pe-
sada del 3D§ fue modelado usando la estructura cristalina
del lgkz como plantilla. Las trazas-de micleo de a-carbono
del modelo 3D6 se muestran en la Figura 4. El dominio VH se
miestra linea punteada y el dominio VL se muestra linea sé-
lidai, Yy los lazos CDR se indican en forma de lazos.

Seleccidn de las Secuencias Anticuerpo del Humano Re-
ceptor. Secuencias anticuerpo del humano receptor adecuadas
fueron identificadas mediante comparaciones de compufadora
de las .secuencias de aminodcido de las regiones var4dables
de ratén con las secuencias de anticuerpos humanos conoci-
dos. La comparacién se llevd a cabo separadamente para las
cadenas ligera y pesada 3D6. En particular, dominios varia-
bles de los anticuerpos humanos cuyas secuencias de cuadro
exhibiercn un alto grado de identidad de secuencia con’ las
regiones de cuadro VL y Vh.de la murina fueron identifica-

- dos para una consulta de la base de datos Rabat usando NCBI

BLAST (accesible a través del servidor internet del Natio-
nal Institutes of Health NCBI)} con las secuencias de cuadro
de murina respectivas.

Dos secuencias candidatas fueron escogidas como se-
cuencia de receptor basadas en los siguientes criterios:
{1) homologia con la secuencia del sujeto; (2) compartir
estructuras candnicas CDR con la secuencia del donante; 'y
(3} no ‘contener ningqin residuo de aminoacido raro en las
regiones de cuadro. La secuencia de receptor seleccionada
para VL es el nimero de identificacidén Rabat (KABAT) 019230
(Genbank Accesién No. $40342), y para el VH es KABAT 045919
(Genbank Accesidén No. AF115110). Las primeras versiones del
anticuerpo humanizado 3D6 utilizan esta secuencia de anti-

cuerpo del receptor seleccionadas.
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Substitucidn de 1los Residuos de Aminodcido. Como se
anota mas arriba, los anticuerpos humanizados de la inven-
cién comprenden regiones de cuadro variable sustancialmente
de la inmunoglobulina humana (la inmunoglobulina del recep-
tor) y regiones de determinacién de complementariedad sus-
tancialmente de la inmunoglobulina de un ratdén (inmunoglo-
bulina del donante) denominadas 3D6. Habiendo identificado
las regiones de determinacién de complementariedad de 3D6
Y las inmunoglobulinas de receptor humana apropiadas, el
siguiente paso fue determinar cual si alguna, de estos re-
siduos de estos componentes sustituiriamos para optimizar
“las propiedades del anticuerpo humanizado resultante. Los
criterios escritos mas arriba fueron usados para seleccio-
‘nar residuos para su sustitucién.

Las figuras 1 y 2 muestran alineamientos del VI y VH
de 3D6 de murina original, respectivamente, con la respec-
tiva versién 1 de la secuencia humanizada, la correspon-
diente secuencia de cuadro del receptor humano y por ltimo
la secuencia de regién V linea de germinacién, mostrando la
- mayor homologia a la secuencia de cuadro del receptor huma-
no. Los sombreados indican los amino&cidos candnicos (re-
lleno sélido), vernier (linea punteada), empaque (negritas)
y raros (negritas cursivas), y se indican en la figura. Los
asteriscos indican residuos mutados hacia los re51duos de
murina en la secuencia de cuadro del receptor humano, ‘y las
regiones CDR se muestran’ subrayadas. Un resumen de los cam-
bios incorporados en la versién 1 de los VH y VL 3D6 huma-
nizado se presenta en la Tabla 12.

Tabla 12. Resumen de cambios en 3D6.v1 humanizado

1 Changes VL (112 residues) VH (119 residue_s)
Hu->Mu: Framewark 4/112 3/119 (1 cani_m, 1 packing)
CDRI1 6/16 3/5
CDR2 417 7714
CDR3 5/8 4710
{ Hu->Mu 19/112 (17%) 17/119 (14%)
‘| Mu->Hu: Framework 13/112 14/119
Ba’ckmutation notes I2V which is a canonical S549A Vernier/beneath the
_position. CDRs.
. Y36L which is a packing . A93V which is a packing
residue and also lies under the and vernier zone residue
CDRs
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. LA46R which is a packing

residue and lies beaeath the
CDRs

6. K9%4R which'is a canonical

residue
&

Acceptor notes . KABID 019230/Genbank 11. KABID045919/Genbank
Acci#S40342 Acci#AF115110
8. Hu x LC subgroup I 12. Hu HC subgroup Il
9. CDRs from same canonical 13. CDRs from same canonical
structural group as donor structural group as donor
(m3D6) (m3D6)
Ll=class 4 Hil=class 1
E2=class 1 H2=class3
L3=class1 14. Recognizes capsular poly-
10. Unknown specificity saccharide of Neisseria men-
. ingitidis
Acceptor Germline 15. VH3-23 _16. A& ALY .

Las Tablas 13 y 14 presentan las claves de. numeracién
Rabat:' para las diversas cadenas ligera y pesada respectiva-

mente.
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Tabla 13: Clave de la numeracién Kabat para la cadena ligera.

KAB
#

Voo AW

11
12
13
14
15
16
17
18
19

BRES

mouse Al9- c
3D6 HUM KABID Germ-

# TYPE YL 3D6VL 019230 line Comment

| FR1 Y Y D D  Rare mouse, may contact

CDR

2 v v I I  CanonicalflCDR contact

3 \ \ ' \' )

4 M M M M

5 T T T T

6 Q Q Q Q

7 T S S S

8 P P P P

9 L L L L .

10 T S ) S

11 L L L L

"12 S P P P’

13 v v v v

14 T T T T

15 I P P P p

16 G G G G

17 Q E E E -

18 P P P P

19 A A A A

20 S S S S

21 I I I I

22 S S S S

23 c C C C
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K

24 CDRI
25

24

25

nn O w

v Owm

©wwoOwm

v oOw

26
27

26
27
27A 28

27B 29

27C 30
27D 31

27E 32

33
34

28

29
30
31

35
" 36

37
38

32
33

39

34

w

W

B

Y  Packing residue

. |

HOMADOm

HOMAMAD Ow

HOMAOCO®

B Ad0MALOO®

40 FR2
41

35
36

42
A3
44
45
46
47
48

37
38
39
40
41
42
43

49
50
51

Packing residue

O

45

46
47

52
53

48
49

L

55 CDR2
56
57

58
59

50
51

52
33
54

35
56

61
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62
63
65
66
67
69
70
7
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

57
58
59
61
62
63
65
66
- 67
68
69
70
71
73
74
75
76
7
78
79
81
82

PO >™OU SO0
POP N0 SOoO4CAa0KA
PO MU BOORIIWL A

HOA>HO BOOBRIMmMA

CDR3

BBEFEE I885228
SILBEE 2258538

83

102

101

96
97



98

9
100
101
102
103
104
105
106

103 FR4
104
105
106
107
108
109
110
111

106A 112

AN R-SQO0OQT

AR 000mM

A< RNQO00
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Tabla 14. Clave de la numeracién Kabat para la cadena pesada.

| w>on
m> o
Ww> o
m > M

M -

L -

- K w»

Vi Ot~

La B - B ol

OO0 a

00O

10
11
12
13
-14
15

10
11

> O0OARDD O

- o)

OO0

12
13
14

R O

15
16
17
18

O

O

16
17
18

19
20
21

19
20

21

22
23

22

AAS.GFT

CCnQO

<< O

<<wo

23

24 24

25

26 .
27

26
27

L

"

[+ 3

28

29

29

30— 30

N

31 CDRI

31

32

32

< 3 v

<P w

O3 w

OFw

33
34
35

33
.34
35
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36
37
38

36
37
38
39
40
4]

R
Q

39

A  Rare mouse, replace w/Hum

P

41

G  Rare mouse, replace w/Hum

42
43

42

CDR contact/veneer

MOQAUBE>®n

MO >

MOAmE > <

Mo amzE > <L

45
46
47
48
49

43
44 44
45
46
47
48
49

S

50 CDR2
31

50 -
51

O OOwm

OO

MNOOOH

MLnOODOX

54

52 52
52A 33
53

54

55

36

53
56
37

HH><Anp> MO

HEH N AD> MO

=M AZ> MO,

Moo Z>MO

"RRBCc8BIBE
ARA8CEBYY
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67 FR3

66

67

69

70
71

69

70
71

T2

3

72

73
‘74

74
75

76
77
78

75
-, 76

77
78

79
80
81

79
80

OSZw

O Zn

O Zwn

O wmw

82
83

82B 85

81
82
82A 84

- <

- g

- o

= M »

87
a8

82C 86
83
84

89
90

85

86

H <> >0

AP0

<> 0

I oo %)

91
92
93
95
96

87
38
89
9% 94
91
92

A Packing residl-.le. use mouse
K Canonical, use mouse

87

< M

Ll -

el -

97
98

93
. 94



95 99 CDR3 Y Y D
9 100 D D N

97 101 H H Y "
98 102 . Y Y D

99 103 S S F

100 104 G G W

I00A 105 S S S

100B -106 S S G.

100C 107 - - T

100D 108 - - F

101 109 D D D

102 110 Y Y Y

103 111 FR4 W w W

104 112 G G G

105 113 Q Q Q

106 114 G G G

107 115 T T T

108 116 T L L

109 117 \Y v v

110 118 T T T

111 119 \" v "

112 120 S S S ,
113 121 S S S .

Los anticuerpos humanizados de preferencia exhiben una
afinidad de unién especifica para el AP de al menos 107,
.10%, 10° o 10'° M'.. En general el limite superior para la
‘afinidad de unién de los anticuerpo humanizados para el Ap
esta dentro de un factor de tres, cuatro o cinco de aquella
del 3D6 (es décir, aproximadamente ~10° M™l). A menudo el
limite inferior de la afinidad de unidén también esta dentro
de un factor de tres, cuatro o cinco de aquella del 3D6.

~ Ensamblaje y Expresidén de VH y- VL Humanizado 3D6, Ver-
sién 1. Brevemente, para cada regién V, se sintetizé 4 oli-
gonucledtidos traslapados simples y grandes. AdemAs, se
sintetizé 4 imprimantes PCR para cada regidén V para facili-
tar ain mas el ensamblaje de la regién particular V. Las
secuencias ADN de los oligonucledtidos empleados para este
propdsito se muestran en la Tabla 15. -
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Tabla 15: Oligonucleotidos del ADN
DNA# |SIZE | Coding? | Sequence comments
4060 13§ Yes tccge aaget tgecg ccace hum 3D§ VL-A
ATGGA CATGC GCGTG CCCGC
CCAGC TGCTG GGCCT GCTGA
TGCTG TGGGT GTCCG GCTCC
TCCGG CTACG TGGTG ATGAC
CCAGT CCCCC CTGTC CCTGC
CCGTG ACCCC CGGCG A
(SEQ ID NO:17) :
4061 131 No CTGGG GGGAC TGGCC GGGCT hum 3D¢ VL-B
TCTGC AGCAG CCAGT TCAGG
TAGGT CTTGC CGTCG GAGTC
CAGCA GGGAC TGGGA .GGACT
TGCAG GAGAT GGAGG CGGGC
TCGCC GGGGG TCACG GGCAG
GGACA GGGGG G
GSEQIDNO:IB) .
4062 146 Yes ACCTG AACTG GCTGC TGCAG hum 3D6 VL-C
by AAGCC CGGCC AGTCC CCCCA
GCGCC TGATC TACCT GGTGT
’ CCAAG CTGGA CTCCG GCGTG
’ CCCGA CCGCT TCTCC GGCTC
CGGCT CCGGC ACCGA CTTCA
CCCTG AAGAT CTCCC GCGTG
CAGGC ¢ (SEQIDNO:19) ’
14063 [142 | No aattc tagga tccac tcacg hum 3D6 VL-D 7
CTTGA TCTCC ACCTT GGTGC v
CCTGG CCGAA GGTGC GGGGG
AAGTG GGTGC CCTGC CAGCA
GTAGT ACACG CCCAC GTCCT
CGGCC TCCAL GCGGG AGATC
TTCAG GGTGA AGTCG GTGCC
GG (SEQIDNO:20)
4064 16 No . CTGGG GGGAC TGGCC G hum 3Dé6 VL A+B
{SEQ ID NO: 21} back
%A+T = 18.75 [3];
% C+G =812[13]
Davis,Botstein Roth
Melting Temp C.
. - 66.96
4065 22 Yes ACCTG AACTG GCTGC TGCAG hum 3D6 VL.C+D
AA (SEQIDNO:22) forward
% A+T = 45.45 [10];
% C+G =54.55 [12]
Davis,Botstein,Roth
Melting Temp C.
64.54
4066 138 Yes acaga aagct tgccg ccacc hum 3D6 VH-A
ATGGA GTTTG GGCTG AGCTG
GCTTT TTCTT GTGGC TATIT
TAMAR GGTGT CCAGT GTGAG
GTGCA GCTGC TGGAG TCCGG
CGGCG GCCTG GTGCA GCCCG
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GCGGC TCCCT GCGCC TGT
(SEQ ID NO:23)

(SEQ ID NO:31)

4067 135 No GCCGC CGGAG CGGAT GGAGG hum 3D6 VH-B
- CCACC CACTC CAGGC CCTTG
CCGGG GGCCT GGCGC ACCCA
GGACA TGCCG TAGTT GGAGA
AGGTG AAGCC GGAGG CGGCG
CAGGA CAGGC GCAGG GAGCC
GCCGG GCTGC ACCAG
{SEQ ID NO:24)
4068 | 142 Yes CTGGA GTGGG TGGCC TCCAT hum 3D6 VH-C
CCGCT CCGGC GGCGG CCGCA
CCTAC TACTC CGACA ACGTG
AAGGG CCGCT TCACC ATCTC
CCGCG ACAAC GCCAA GAACT
CCCTG TACCT GCAGA TGAAC
TCCCT GCGCG CCGAG GACAC
CG (SEQ ID NO:25)
4069 144 No ctgca aggat ccact caccG . hum 3D¢é VH-D
GAGGA CACGG TCALC AGGGT
GCCCT GGCCC CAGTA GTCGG
AGGAG CCGGA GTAGT GGTCG
TAGCG CACGC AGTAG TACAG
GGCGG TGTCC TCGGC GCGCA
GGGAG TTCAT CTGCA GGTAC -
AGGG (SEQ ID NO:26)
4070 16 No GCCGC CGGAG CGGAT G hum 3D§ VH A+B
(SEQ ID NO:27) back
% A+T =18.75 [3];
% C+G = 81.25[13]
Davis,Bolstein,Roth‘
Melting Temp C. |
66.96 .
4071 20 Yes CTGGA GTGGG TGGCC TCCAT | hum 3Dg VH C+D”
(SEQ ID NO:28) forward .
% A+T = 35.00 {7];
% C+G =65.00 [13]
Davis,Botstein,Roth
Melting Temp C.
- . 6655
4072 19 Yes tcc gca agc ttg ceg cca Hum3Dé VL A+B "
! c (SEQID NO:29) Forward -
% A+T = 31.58 [6];
% C+G = 68.42[13)
Davis,Botstein Roth
Melting Temp C.
. 66.64
14073 29 No aat tct agg atc cac tca Hum 3D§ VL. C+D
cgC TTG ATC TC Back
(SEQID NO:30) % A+T = 55.1716];
% C+G = 4483 [13)
Davis,Botstein,Roth
. Melting Temp C.
66.04
4074 23 Yes aca gaa agc ttg ceg cca Hum 306 VH A+B
cch TG Forward

% A+T = 43.48 [10];




% C+G =5652[13)
Davis,Botstein,Roth
Melting Temp C. c
6633
4075 22 No ctg caa gga tcc act cac Hum 3Dé VH C+D
cGG A Back
) % C+G =59.09[13]
- Davis,Botstein Roth
Melting Temp C.
66.40

La cadena humanizada fue ensamblada usando PCR. El
andlisis de.la secuencia ADN de mas de dos docenas de clo-
nes reveld mutaciones de punto aislado y eliminaciones a
través de la regién VL respecto a la secuencia esperada. El
andlisis de la secuencia indicd queée el clon 2.3 podia usar-
se para reparacién de 2 eliminaciones de un solo nucletoide
cercanamente espaciadas en la regidén -terminal amino. De
aqui que la mutagénesis dirigida se llevé a cabo sobre el
clon PCRShum3D6v12.3 usando oligonucleétidos para introdu-
cir los dos .nucleétidos eliminados, y la reparacidén de las
mutaclones de punto fue confirmada mediante un andlisis de
secuencia ADN, y el inserto VL fue clonado dentro del vec-
tor de expresién de la cadena ligera pCMV-cK.

El ensamblaje der VH humanizado usando métodos basados
en PCR resulté en clones con grandes eliminaciones _.en la
mitad 5’ de la secuencia. Mayores esfuerzos para optimizar
las condiciones de PCR lograron un éxito parcial. Los clo-
nes ensamblados por medio de las condiciones optimizadas
PCR ain tenian de 10-20 nt eliminaciones en la regién ma-
peada hacia el traslape de los fragmentos A+B. En conse-
cuenc:.a, se empled una estrategia alternat:.va para el en-

. .samblaje VH utilizando una extensidén de traslape mediada

por polimerasa ADN (T4, -Klénow, Yy Sequenase), seguida porx
una ligasa ADN T4 para unir covalentemente los terminales
traslapantes. El andlisis de secuencia ADN de un_subconjun-
to de los clones que resultaron del ensamblaje VH usando
‘esta Gltima técnica reveld mutaciones de punto aislado y
eliminaciones entre los clones. El andlisis de mas de dos
docenas de clones reveld esencialmente el mismo patrén como
se ilustra para los clones. Los resultados similares que se
observaron después del primer paso de ensamblaje de los
clones VH 'y VL sugieren que los errores de secuencia ADN
observados resultaron a partir de errores automatizados del
sintetizador durante la sintesis de los ADNs largos emplea-

dos para el ensamblaje.
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Se selecciond el clon VH 2.7 humanizado para la repa-
racién mediada SDM de las 3 eliminaciones nucletoides que

se observéd que contenia, &

Ejemplo VIXII: Caracterizaciém del Anticuerpo Humanizado
3D6v2 .

Se credé una segunda versién de 3D6 humanizado teniendo
cada una de las sustituciones indicadas para la versidén 1,
.excepto por -la sustitucién D—p Y en el residuo 1. La sus-
titucién de este residuo fue realizada en la versidén 1 de-
bido a que el residuo fue identificado como un residuo que

~interactuaba con CDR. Sin embaxgo la sustitucidn eliminé un
residuo que era raro para las inmunoglobulinas humanas en
esa posicién. De aqui que-una versién fue creada sin hacer
la sustitucién. Mas ain, los residuos no linea de germina-
cién en las regiones de cuadro de la cadena pesada fueron
sustituidos con residuos de linea de germinacién, especifi-

camente H74 = §, H77 = T y HB89 = V. La numeracién Kabat pa-"

ra las cadenas ligera y pesada versién 2, es la misma que
se muestra en las Tablas 13 y 14 respectivamente, excepto
que el residuo 1 de la: cadena ligera de la versién 2 es ASP
(D), el residuo 74 de la cadena pesada es ser (S), el resi-
duo 77 de la cadena pesada es thr (T) y el residuo 89 de la
‘cadena pesada es val (V). Las secuencias nucleétidas de 3D6

humanjzado, versiones 1 y 2 se presentan como SEQ ID’ Nos:
33 v 34 respectivamente. .

Ejemplo IX: Examen Funcional de los Anticuerpos Humanizados
3D6

La unidn del 3D6vl humanizado al AB agregado. Un exa-
mén funcional de la 3D6vl humanizada se llevd 'a cabo usando
media condicionada a.partir de células pasajeras COS trans-
fectadas. Las células fueron transfectadas con anticuerpo
quimérico totalmente, una.mezcla de cadena pesada quimérica
y cadena -ligera humanizada o cadena ligera quimérica y ca-
dena pesada humanizada y por Ultimo anticuerpo totalmente
humanizado. La media condicionada fug probada' en su capaci-
dad de unién al agregado Afl-42 mediante el ensayo ELISA.
El anticuerpo humanizado demostré buéna actividad dehtro de
un error experimental y mostré propiedades de unidén indis-
tinguibles con relacién a la muestra de referencia quiméri-

ca 3D6. Los resultados es nuestran en la Tabla 16.
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Tabla 16:

hu VH/ ChVH/ Bu VRH/ -6
ng/ml { Chimeric| ChVL HuVL HuVL
690 0.867
600 0.895
260 0.83 .
230 0.774
200 0.81
190 _ 0.811
87 0.675
77 0.5%4
67 0.689
63 0.648
29 0.45
25 0.381
22 0.496
21 0.438
9.6 0.251
8.5 0.198
7.4 0.278
7 - 0.232
3.2, 0.129
23, 0.124

. Para comparar las afinidades de unién de los anticuer-
pos humanizados 3D6vl y 3D6v2, se llevd a cabo un andlisis
ELISA usando AP agregado como antigeno. Los resultados
muestran que tanto el 3D6vl (H1Ll) y el 3D6v2 (H2L2) tienen
casi idénticas propiedades.de unién al AB (Figura 5).

Andlisis de Reemplazo NET (rNET) del h3D6v2. El ensayo
de mapa epitope rNET provee informacién con respecto a la
contribucién de los residuos individuales dentro del epito-

-pe a la actividad de unién. global del anticuerpo. El andli-
sis rNET utiliza péptidos andAlogos sintetizados sistemAti-
cos de una sola sustitucién. La unién'de un anticuerpo bajo
examen se determina contra el péptido nativo (antigeno na-
tivo) y contra 19 péptidos de "una sola sustitucidn” como
alternativa, estando cada péptido sustituido en la primera
posicién con uno de 19 amino&cidos no nativos para esa po-
sicién. Se genera 'un perfil reflejando.el efecto de la sus-
titucidén en dicha posicién con los diversos residuos no na-
tivos. El perfil combinado o mapa de epitope, (reflejando
la sustitucidén en cada posicidén con todos los 19 residuos
no nativos) puede luego ser comparado a un mapa generado de
manera similar para un segundo anticuerpo. Mapas sustan-
‘cialmente similares o idénticos indican que los anticuerpos
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que se estdn comparando tienen la misma o similar especifi-
cidad de epitope.

Este andlisis se llevé a cabo para el 3D6 y el 3D6
humanizado, versién 2. Los anticuerpos fueron examinados en
su capacidad de unién contra el péptivo nativo AB DAEFRHDS-
GY (SEQ ID NO:33). Los residuos 1-8 fueron sistemdticamente
sustituidos con cada uno de los 19 residuos no nativos para
dicha posicidén. Se generd en consecuencia mapas para el 3D6

.-y el h3Dév2. Los resultados se presentan en forma tabular

en la Tabla 17.

‘Tabla 17: AP: reemplazo de Net Epitope (fINET) mapeo of wt3D6 y 3D6 numanizado

Wildtype| Bumanized . wWildtype Hymanized

ap6 3D6 3D6 3p6

Substitution] [OD] [OD] Substitution [OoD} [on)
Residue 1 = A 0.464 0.643| Residue 5 = A 0.275 0.435|
. c 0.450 0.628 c 0.359 0.635
| o0.577 0.692 D 0.080 0.163

E 0.576 0.700 -E 0.115 0.187

. F 0.034 0.062 F 0.439 0.569

G 0.569 0.738 G 0.485 0.679

y H 0.054 0.117 H 0.577 " 0.680]

I 0.048 0.118 I 0.510 0.671

K 0.033 0.057 X 6.573 0.693

L 0.073 0.148 L 0.517 *  0.691

0.039 0.072 M 0.418 F0.611

:l 0.587 0.757 N 0.476 . 0.655

P 0.069 0.144 P 0.093 0.198

QH 0.441 0.689 Q 0.388 0.565

R 0.056 0.155 R 0.613 0.702

s 0.569 0.762 S 0.487 0.633

T 0.450 0.702 T 0.530 0.639

V' 0.057 0.190/. v 0.493 0.562

W 0.031] - 0.070 W 0.393 0.461

Y 0.341 0.438{ - Y 0.278 0.230

Residue 2 = Al 0.548 0.698] Residue 6 = A 0.587 0.707
C 0.553 0.694 C 0.585 0.703

D 0.119% 0.222 D 0.584 0.701

E 0.563 0.702 E 0.579 0.702

F 0.577 0.717 F 0.586 0.704

G 0.527 0.720 G 0.592 6.709

H 0.534 0.741 " 0.596 0.688

-I 0.522 0.722[ I 0.602 0.708

K 0.548 0.722 K 0.585 0.691

. L 0.482 0.705 L 0.584 0.688
M 0.535 0.705 M| 0.583 0.687

N 0.525| 0.735 N 0.580 0.686

0.445 0.707 P 0.587 0.705

Q 0.567 0.756 Q 0.570 0.695




R 0.562 0.719 R 0.576 0.686

s 0.587 0.705 3 0.573 0.6869

T 0.552 0.712 T 0.573] 0 700

v 0.550 0.702 v 0.588 0.715

W 0.553 0.701 W 0.576 0.696

Y| 0.547 0.704 Y 0.595 0.708

| Residue 3 = A 0.038 . 0.061 Residue 7 = A 0.580 0.688
c 0.222 0.410 C 0.559 0.676

D 0.019 0.027 BB 0.573 0.681

E 0.542 0.689 E 0.565 0.677

F 0.034 0.060 F 0.546 0.668

G 0.016 0.019 G 0.562 0.679

H 0.016 0.020 H 0.557 0.675

I 0.019 0.024 I 0.552 0.681

K 0.053 0.090 K 0.565 0.685

L 0.019 0.026 L 0.566 0.701

M 0.019 0.027 N 0.562 0.697|

N 0.024 0.032 N 0.573 0.688

P 0.017 0.020 P 0.582 0.678

0 0.153 '0.406 -Q 0.563 0.679

N R 0.015 0.023 K 0.551 0.677
5 0.016 0:021 S 0.563 0.674]

. T 0.015 0.019 T 0.560 0.685
' v, 0.016 0.021 v 0.563 0.687
w| 0.149|° 0.304 W 0.547 0.685

Y 0.016 0.020 Y 0.560 s 0.682
Residue 4 = Al 0.016 0.020] Residue 8 = A 0.573 *# 0.687
C 0.020 0.023 . c 0.583 . 0.700

o 0.017 0.020 D| 0.586 0.697

E 0.016 0.021 E 0.601 — 0.701

4 0.557 0.703 F 0.586 0.687

G| 0.016 0.020 G 0.569 0.681

H 0.470 0.723 H 0.559 ~ 0.683

I 0.119 0.360 I 0.568 0.686

K 0.015 0.018 K 0.557 0.698

L 0.559 0.716 L 0.570] . " 0.686

nl 0.549 0.725 M 0.571 0.693]

"N 0.085 0.089 N ~ 0.573 0.700

P 0.030 0.056 P| 0.574 0.694

QL 0.065 0.110 Ql 0.590| 0.703

R 0.016 0.019 R 0.589 0.699

s 0.026 0.031 s 0.599 0.719

T 0.016 0.021 T 0.586 0.669

v 0.213 0.454 v 0.578 0.688

w 0.291 0.568 W 0.567 0.687|

. Y 0.529 0.730 Y 0.574 0.680
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De manera notable, los perfiles son virtualmente idén-
ticos para 3D6 y h3Dév2 cuando uno mida a las sustituciones
en cada posicidén (es decir los valores fluctian de manera
idéntica cuando se compara la data en la columna 1 (3D6)
contra la columna 2 (h3D6v2))}. Estos datos demuestran que
la especificidad de h3D6év2 es preservada, en la medida en
que el mapa de epitope rNET h3D6v2 es virtualmente idéntico
al m3Dé usando ambos residuos Af 1-4 y 5-8.

. La inmunohistoqQuimica sobre secciones de cerebro PDAPP
demuestra especificidad del anticuerpo h3D6v2. El1 anticuer-
po humanizado. 3D6vl reconocid Af en Ssecciones de cerebro
criostdticas preparadas a partir de ratones PDAPP. Los
3D6vl y el PK1614 humanizados ambos se unieron a placas
PDAPP en la misma manera de respuesta, como se mididé en la
cantidad de fluorescencia (cuantificado en pixeles), por
transparencia contra el monto de anticuerpo usado para co-
lorear el tejido (Figura 6). Se usaron anticuerpos secunda-
rios antihumanos idénticos en este experimento. Los proce-
dimientos de seccicnamiento coloreado e imagenes fueron
previamente descritos. En experimentos idénticos, el andli-
sis de imAgenes del h3D6v2 coloreando secciones de cerebro
PDAPP y AD reveld que el h3Dév2 reconoce placas Af de mane-
ra similar al 3D6vl (es decir placas bastante decoradas).
¢

Andlisis de unién competitiva del h3D6. La habilidad
de los anticuerpos h3D6 vl y v2 para competir con el 3D6 de
murina fue medido mediante ELISA usando un anticuerpo 3D6
biotinilado. El andlisis de unién competitiva reveld que el
h3Dé6vl, h3D6v2 y el PK1l614 quimérico pueden competir con el
m3D6 para unirse al AP (Figura 7). El h3Dévl y h3D6v2 fue-
ron idénticos en su habilidad de competir con el 3D6 en re-
lacién al ABR. El anticuerpo 10D5 fue'usado como control ne-
gativo ya que tiene un epitope de unién diferente que el
3D6. El andlisis. BIAcore también reveld una alta afinidad
‘del h3D6vl y h3D6v2 para el Af (Tabla 18).

Tabla 18: Medicién de Afinidad de anticuerpos AP usando BIAcore Technology

Antibody kal (I/Ms) | kdl (1/s) Kd (nM)
Mu 3D6 4.06E +05 3.57E-04 0.88
Chimeric 3D6 4.58E+05 3.86E-04 0.84
* Hu 3Dé6vl 1.85E+05 3.82E-04 2.06
Hu 3D6v2 1.70E+05 3.78E-04 2.24
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En comparacién al 3D6, que tiene un Kd de 0.88 nM,
tanto el h3D6évl y h3D6vZ tenian entre 2 a 3 veces menos
afinidad de unién medida a 2.06 nM v 2.24 nM para el h3Dévl
y h3D6v2, respectivamente. El ensayo de unidén competitiva
ELISA reveld una afinidad de unién aproximadamente &§ veces
menor para el h3D6vl y hiD6v2. Tipicamente los anticuexpos
humanizados pierden alrededor de 3-4 veces en afinidad de
unién en comparacidén a sus contrapartes de murina. Por lo
tanto, una pérdida de alrededor de 3 veces (el promedio de
ELISA y BIAcore) para h3D6évl y h3Dév2 se encuentra dentro

~ del rango aceptado.

Ensayos ex vivo usando el anticuerpo h3D6v2. La habi-
lidad del h3iD6v2 para estimular las células microgliales
fue examinada a través de un ensayo de fagocitosis ex vivo
(Figura 8). El h3Dév2 fue tan .efectivo como el 3D6 quiméri-
co en inducir la fagocitosis de los agregados AR para el
.tejido cerebral de los ratones PDAPP. Se uso IgG como con-
trol negativo en este experimento porque &ste es incapaz de
unirse al AP y por lo tanto no puede inducir fagocitosis.

’ -

Localizacidn - en el cerebro in vivo del h3D6. h3D6v2
titulado con %I, m3D6, y anticuerpo DAEl3 fueron inyecta-
_dos via intravenosa en 14 ratones individuales PDAPP €n ex-
perimentos separados. Los ratones fueron sacrificados .des-
pués del dia 7 y remojados para los andlisis posteriores.
Sus regiones cerebralés fueron disecadas y medidas para la
actividad del '?°I en regiones del cerebro especificas. La
actividad radiotitulada en el cerebro fue comparada con la
actividad en las muestras de suero. Los resultados se pre-
' sentan en las Tablas 19 y .20 para el suero y las ‘regiones
cerebrales respectivamente.

.Tabla 19

m3D6 ’ DAE13 Hulbs
30389.1 | 17483.9 40863.8
12174 13200:5 24202.2
3418.2 36284.7 12472.4
18678.9 421.3 33851.8
27241 . 19702 27187.3
26398.8 24855.8 29016.9
27924.8 29287 .4 33830.7

» 12008.4 : 127331 .26704.9
2J487.8 277225 30144.5
25498.6 30460.7 35126.9
9652 23320.1 284148
24598.3 71181 16956.1




29240 28093.5 18180.7
11922.7 24659.7 25671.4
17443.1 26748.9 c
Tabla 20
m3D6 _ DAE13 Hu3D6 (H2L2)
cere corl hlpp cere cort hipp cere cort hipp

1991.9 | 1201.1 4024 | 12775 | 25229 | 57119 | 24246 | 3759.4 | 11622
12389 746.1 2523 502.5 | 21235 | 6965.8 | 1509.8 | 2274.9 | 70182
6459 603 1241.1 | 2325 | 3s28.2 | 7801.6 500 22659 | 53163
1000 | 25082 | 46442 | 2327 849.8 1891.9 | 2736.2 | 5703.7 | 103955
1266.9 | 37379 | 7975.8 | 8916 2821 B2452 | 11922 | 3188 10170
1422 | 23887 { 7731.1 | 11026 | 2087.5 | 72923 | 2269.4 | 3481.4 | 9621.5
17004 | 21544 | 7124.1 | 1650.6 | 3488.4 | 10284.8 | 1526.7 | 3028 | 8331.3
542.5 8124 | 24568 | 7129 | 23185 | 6643.3 | 1538.1 | 4194.1 | 112448
1309 30105 | 8893.5 | 11729 | 1953.6 7363 1245.7 | 1699.4 | 68312
13722 | 9975 | 24254 | 1067.9 | 36972 | 12280.7 | 2708.8 | 2789 7887.4
7786 | 12919 | 5654.4 | 1952.2 | 2120.7 | 64127 | 2251.3 | 3897.5 | 11121.5
1199.3 | 16834 | 4887.3 | 10052 | 18525 | 51214 | 1529.6 | ¥772.2 | 7986.9
1021.8 | 32345 | 8036.2 | 961.5 | 33829 | 8473.1 644.1 | 1663.4 | 5056.5
7421 | 1056.7 | 3405.2 | 8523 | 1943.2 | 67174 | 15164 | 1620.6 | 9888
$273.7 | 13208 | 42626 | 997.5 | 3085.7 | 10213.1

L.a data mostré que el h3D6v2 se localizaba en el‘cere-
bro vy que se encontraba particularmente concentrado ‘en la
regién hipocampal donde se sabe que el AP se acumula. Las
cuentas cerebrales para el m3D6 y el DAEl1l3 fueron compara-
bles .a las del h3D6v2. Los tres anticuerpos estuvieron en
condiciones de - cruzar la barrera de sangre como lo demues-
-tra la unién a la placa AP in vivo.

Co _E@lo X: Clonacién vy Secuenciacién de las Regiones Varia-

bles de Ratén 10D5.

Andlisis de Clonacidn y Secuencia del 10D5 VH. Las re-
giones VH y VL del 10DS -de las células hibridomas fueron
-clonadas mediante RT-PCR usando procedimientos 5’ RACE. La
" secuencia nucleotida (SEQ ID NO:13) y la secuengia de ami-
nodcido deducida (SEQ ID NO:14) derivada de dos clones in-

. ‘dependientes cADN codificando el dominio presumible 10D5 VL

‘'se presentan en la Tabla 21 y Figura 9. La secuencia nu-
cleotida (SEQ ID NO:15) y la secuencia de aminodcido dedu-
cida (SEQ ID NO:16) derivada de dos clones independientes
cADN codificando el dominio 10D5 VH.presumible, se presen-
tan en la Tabla 22 y la Figura 10. Las secuencias 1-D5 VL y
VH cumplieron con los criterios para las regiones funciona-
les V en tanto ellas contenian ORF contigua desde la meteo-
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nina del iniciador a la regidn C, y compartian residuos ca-
racteristicos conservados de los genes de la inmunoglobuli-

na de la regidn V. c

Tabla 21: Secuencia de ADN 10D5 VL de ratén

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGETACTCATGTTCTGGATTCCTCCTTCCAGCAGTGA

TGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCA
TCTCTTGCAGATCTAGTCAGAACATTATACATAGTAATGGARACACCTATTTAGAATGG

. TACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATT

TTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGA
TCAAGAAAGTGGAGGCTGAGGATCTGGCGAATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTT

* CCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGGAA (SEQ ID NO:13)
" *Se subraya el péptido directriz

" Tabla22: Secuencia de ADN 10DS5 VH de ratén

ATGGACAGGCTTACTTCCTCATTCCTGCTGCTGATTGTCCCTGCATATGTCCTGTCCCA
GGCTACTCTGARAGAGTCTGGCCCTGGAATATTGCAGTCCTCCCAGACCCTCAGTCTGA
CITTGTICTTTCTCTGGGTTTTCACTGAGCACTTCTGGTATGGGAGTGAGCTGGATTCGT
CAGCCTTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCG
CTATH}CCCATCCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATACCTCCAGAAAGCAGG
TATTCCTCAAGATCACCAGTGCTGGACCCTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGTTCGA
AGGCCCAITACTCCGGTACTAGTCGATGCTATGGACTﬁCTGGGGTCAAGGAACCTCAGT

CACCGTCTCCTCA (SEQ ID NO:15) '
*Se subraya e] péptido directriz .

Ejemplo XI: Préavencién y Tratamiento de Sujetos Humanos

Un examen de fase simple-I se lleva acabo para deter-
minar la ‘segquridad en humarios. Un agente terapéutico se ad-
ministra en dosificaciones que van incrementando a diferen-
tes pacientes empezando desde alrededor de 0.01 el nivel de
eficacia presumida, e incrementidndose por un factor de tres
hasta que el nivel es alrededor de 10 veces la dosis efec-
tiva de los ratones son alcanzados.

Un examen de fase II se lleva a cabo para determinar
la eficacia terapéutica. Los pacientes con enfermedad de
Alzheimer temprana a mediana definidos usando los ckiterios
de la Asociacidén de Desorden Relacionados y la enfermedad
de Alzheimer para el probable AD son seleccionados. Los pa-
cientes adecuados logran un puntaje de 12-26 en el Examen
de Estado Mini-Mental (MMSE). Otro criterio de seleccidén es
gque los pacientes probablemente sobrevivan la -duracién del
estudio y no tengan problemas que compliquen tales como el

‘'uso de medicaciones concomitantes que pudieran interferir.

Las evaluaciones de linea base de las funciones del pacien-
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te se hacen usando mediciones sicométricas clésicas, tales
como la MMSE, y la ADAS, que es una escala completa para
evaluar pacientes con estados de enfermedad de Alzheimerz y
sus funciones. Estas escalas sicométricas brindan una medi-
da del progreso de la condicidén de Alzheimer. Escalas vivas
cualitativas adecuadas también pueden ser utilizadas para
monitorear el tratamiento. El progreso de la enfermedad
también Se puede monitorear mediante la MRI. Los perfiles
de sangre de los pacientes también pueden ser monitoreados
-incluyendo ensayos de anticuerpos especificos inmundgenos y
de la respuesta de las celdas T.

Siguiendo las mediciones de base de linea, los pacien-
tes empiezan a recibir tratamiento, al azar son tratados
con agente terapéutico o placebo de tal manera que no lo
sepan. Los pacientes son monitoreados al menos seis meses.
La eficacia se determina mediante una reduccién significa-
tiva en la progresién de un grupo de tratamiento con rela-
cién al grupo de placebo.

Un examen de segunda fase IJ se lleva a cabo para eva-
luar la conversién de pacientes de la pérdida de memoria
temprana que no son ocasionados por la enfermedad de Alz-
heimer, a los que a veces denominamos como defectos de me-
‘moria- asociados a la edad (AAMI) o dificultades coghitivas
medianas- (MCI), a la probable enfermedad de Alzheimer como
se define seqin el criterio de ADRDA. Los pacientes con al-
to riesgo para la conversién a la enfermedad de AlzHeimer
se seleccionan ' de una poblacién no clinica por medio.de la
filtracién de poblaciones de referencia con signos tempra-
-nos de pérdida de la memoria u otras dificultades asociados
con la sintomatologia pre-Alzheimer, un historial familiar
de la enfermedad de Alzheimer, factores de riesgo genético,
la edad, el sexo, y otras caracteristicas que se sabe pre-
dicen un alto riesgo para la enfermedad de Alzheimer. Los
- puntajes 'de base de linea en medidas adecuadas incluyen el
-..MMS y el ADAS .junto con otras métricas disefiadas para eva-
. luar una poblacién mas normal. que son recolectadas. Estas
poblaciones de pacientes son divididas en grupos adecuados
en comparacién al placebo contra las dosis alternmativas con
. el agente. Estas poblaciones de pacientes son seguidas- en
- intervalos de alrededor de- seis meses, y el punto final de
cada paciente es si él o ella se conVierte o no a la enfer-
medad de Alzheimer como lo define los criterios de la ADRDA

al final de la observacién.

Materiales y Métodos en General
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A. Preparacién de Anticuerpos Policlonales y Monoclo-

nales Ap )

El anticuerpo policlonal anti- Af fue preparado a par-
tir de sangre recolectada de dos grupos de animales. El
primer grupo consistié en 100 ratas Swiss Webster, de 6 a 8
semanas de edad. Ellas fueron inmunizadas en los dias 0, 15
y 29 con 100 ug de AN1792 combinado con CFA/IFA. Una cuarta
inyeccién fue aplicada el dia 36 con la mitad de la dosis
de AN1792. Los animales fueron desangrados luego de su sa-

"crificio el dia 42, se preparo suero y este suero fue unido

para crear un total de 64 ml. El segundc grupo consistid de
24 'ratas isogénicas con el ratén PDAPP pero no transgénicos

.para el gene humano APP, de 6 a 9 semanas de edad. Ellas
fueron inmunizadas en los dias 0, 14, 28 y 56 con 100 ng de

AN1792 combinada con CFA/IFA. Estos animales también fueron

‘desangrados - luego de su sacrificio el dfa 63, se preparé

suero y se junto para lograr un total de 14 ml. Los dos lo-
tes de suero fueron unidos. La fraccién de anticuerpo fue

‘purificada usando dos rondas secuenciales de precipitacién

con sulfato de amonio saturado al 50%. El preécipitado final
fue dlalizado contra el PBS y examinado para buscar endo-
téxinas. El nivel de endotéxinas fue menor a1 EU/mg.

Los anticuerpos monoclonales anti-Ap fueron preparados
a partir de fluido ascita. El fluido fue en primer lugar
deslipidado mediante la adicién de sulfato de dextrdano de
sodio concentrado al fluido de ascito helado mediante 1la
agitacién sobre hielo hasta alcanzar una concentracidn fi-
nal de 0.238%. Se afiadid entonces CaCl, mientras se agitaba
para lograr una concentracién final de 64mM. Esta solucién
fue centrifugada a 10,000 x g y las pelotitas fueron des-
cartadas. La nata superior fue agitada sobre hielo con

‘igqual volumen de sulfato de amonio saturado que. se afiadié

gota a gota. La solucién fue centrifugada nuevamente a
10,000 x g-y la nata superior fue descartada. Las pelotitas
fueron resuspendidas y dializadas contra 20mM- Tris-HC1l, 0.4
M NaCl, pH 7.5. Esta fraccién fue aplicada a una Columna Q
Sefarosa FPLC de Farmacia y diluida con un gradiente rever-

"so de 0.4 M a 0.275 M NaCl en 20 mM Tris-HCl, pH 7.5.

El pico del anticuerpo fue identificado mediante la
absorcién a 280 nm.y se juntaron las fracciones apropiadas.
La preparacién de anticuerpo purificada fue caracterizada
mediante la medicién de la concentracién de proteina usando
el método BCA y la pureza usando SDS-PAGE. El conjunto tam-
bién fue analizado para buscar endotéxinas. El nivel de en-
dotédxinas fue menor a 1 EU/mg manchas, manchas menores de
100 que Ffueron arbitrariamente asignadas un valor titulado

de 25.

101



-

-
-

B. Medicién de los Titulos del Anticuerpo

Se desangrd a los ratones mediante un pequefio corte en
la vena de la cola y se recolectd alrededor de 200 ul.de
sangre en un tubo microfugo. Se desangraron cuyes afeitando
primero el Area posterior y luego usando una aguja de nime-
ro 18 para perforar la vena metatarsal y recolectar la san-
gre en tubos microfugos. Se dejé coagular la sangre por una

_hora a temperatura ambiente (RT), se le hizo un movimiento

de remolino, y luego se centrifugd a 14,000 x g por 10 mi-
nutos para separa el coagulo del suero. El suero fue enton-
ces transferido a un tubo microfugo limpio y almacenado a

4*C hasta que se titulé. )
Los titulos anticuerpos fueron medidos mediante ELISA.

SE recubrié placas microtituladoras de 96 pozos (Costar
EIA) con 100 pl de una solucidén que contenfia entre 10pl/ml
de ya sea AP42 o SAPP u otros antigenos como se anoté en

-cada reporte individual en el Well Coating Buffer (0.1 M

fosfato de sodio, pH 8.5, 0.1% azida de sodio) y mantenido
toda la anoche a temperatura ambiente. Los pozos fueron as-
pirados y se agregd suero a los pozos empezando en una di-
lusién de 1/100 de un diluyente de muestra (0.014 M fosfato

‘de sadio, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.6% de albumina de suero

bovina, 0.05% de timerosal). Siete diluciones en serie de
las muestras se hicieron directamente sobre las placas en
pasos de ‘triple accién para alcanzar una dilucidén fimal de
1/218,700. Las.diluciones fueron incubadas en las pozas de
la placa recubierta por una hora a temperatura ambiente.
Las placas fueron entonces enjuagadas cuatro veces con PBS
conteniendo 0.05% de Tween 20. El segundo anticuerpo, un
cuerpo anti-ratén Ig conjugado a la peroxidasa de rabanito
(obtenida de Boehringer Mannheim), fue afladido a las pozas

-a mediada que 100 pl de una dilucidén 1/3000 de diluyente de

muestra fue incubado por una hora a temperatura ambiente.

‘Las' placas fueron nuevamente lavadas ‘cuatro veces en PBS,

Tween 20. Para'desarrol;ar-el cromogeno, 100 pl de TMB len-
‘to -(3,3’, 5,5'~tetrametil benzidina obtenido de Pierce Che-
micals) fue afladido a cada poza e incubado por 15 minutos a
temperatura ambiente. La reaccidén fue detenida mediante la
adicidén de 25 pl de 2 M H;SO,. La intensidad de:. color fue
entonces leida sobre un Vmax Molecular Devices a (450 nm -
650 nm).

Las manchas ' fueron definidas como lo reciproco de 1la
dilucién del suero dande mitad del miximo de OD. El mAximo
OD fue generalmente tomado a partir de una dilucidén inicial
de 1/100, excepto en los casos con muy alta coloracidén, en
cuyo caso una dilucidén inicial mayor fue necesaria para es-
tablecer el maximo OD. Si el punto de 50% cayé entre dos
diluciones, se hizo una extrapolacién lineal para calcular
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la coloracién final. Para calcular la media geométrica en-
tre coloraciones, las coloraciones de menos de 100 fueron
arbitrariamente asignadas un valor de titulo de 25, '

C. Preparacion del Tejido del Cerebro

Luego de la eutanasia, los cerebros fueron retirados y
un hemisferio fue preparado para el andlisis inmunohisto-
quimico, mientras que tres regiones cerebrales (hipocampo,
cortex y cerebelo), fueron disecadas del otro hemisferio y
usadas para medir la concentracién de diversas proteinas AP
y formas del APP usando exdmenes especificos ELISA (John-
son-Wood et al., arriba).

Los tejidos destinados para los exdmenes ELISA fueron
homogenizddos ‘en 10 volimenes de apagador guanidina helado
(5.0 M guanidina-HCl, 50mM Tris-HCl, pH 8.0). Los homogena-
dos fueron mezclados mediante una agitacién suave usando un
Adams Nutator (Fisher) por tres a cuatro horas a temperatu-
ra ambiente, luego almacenados a -20% C antes de la cuanti-
‘ficacién de AP y APP. Experimentos previos habian demostra-
do que los productos analizados eran estables bajo estas
condiciones de- almacenamiento y que la proteina sintética
Af (Bachem) podria ser cuantitativamente recuperada cuando
se habia insertado en homogenados de tejido de control del
cerebro para ratones compaifieros (Johnson-Wood et al., arri-

ba) . [

-

D. Medicién de Niveles AP .
Los homogenizados -de cerebro fueron diluidos 1:10 con

diluyente Casein helado (0.25% de caseina, PBS, 0.05% de
azida de sodioc, 20 pg/ml de aprotinina, 5 mM EDTA pH 8.0,
10 pg/ml de leupeptina) y. luego centrifugados a 16,000 x g
por 20 minutos a 4°C. Las proteinas estdndar AP sintéticas
(1-42 aminodcidos) y los esténdares APP fueron preparados
para incluir 0.5 M de guadinina y 0.1% de albumina de suero
“bovino (BSA) en la composicién final. El examen de sd@ndwich
ELISA para el total de AP utiliza el anticuerpo monoclonal
266 especifico para los aminodcidos 13-28 de AP (Seubert et
al., arriba), tomo el anticuerpo de captura, y el anticuer-
Po monoclonal 3D6 biotinilade, especifico para el amiodcido
. 1-5 de AP (Johnson-Wood et al., arriba), como el anticuerpo
de reporte. El anticuerpo monoclonal 3D6 no reconoce el APP
secretado o el APP de longitud completa, pero detecta sola-
mente las especies AP con un aminoterminal de &cido aspér-
tico. Este ensayo tiene un limite inferior de sensitividad
dd ~50 ng/ml (1inM) y muestra no tener reactividad cruzada
a la proteina AP endégena de murina en concentraciones has-
ta 1 ng/ml (Johnson-Wood et al., arriba).
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El sandwich ELISA especifico para el ABl-42 ermplea el
mAf 21Fl2, especifico para los aminodcidos 33-42 de A
"(Jonson-Wood et al., arriba), como anticuerpo de captura.
El biotinilado mAR 3D6 es también el anticuerpo de reporte
en este ensayo que tiene un limite inferior de sensitividad
alrededor de 125 pg/ml (28 uM, Johnson-Wood et al., arri-
ba). Para el ELISA Af; se revistié 100 pl de uno de estos
mAf 266 (a 10 pg/ml) o mAP 21F1l2 a (5 pg/ml) dentro de las
pozas de unas placas de inmunoensayo de 96pozas (Costar)
mediante la incubacién durante toda la noche a temperatura
ambiente. 'La solucién fue retirada pos aspiracidn y los po-
zos fueron bloqueados mediante la adicién de 200 pl de al-
‘bumina de suero humano al 0.25% en un apagador PBS por al
menos una hora a temperatura ambiente. La solucién de blo-
queo fue retirada y las placas fueron almacenadas disecadas
a 4°C hasta que se usaron. Las placas fueron rehidratadas
con Wash Buffer [Tris apagado por solucidén salina (0.15 M
NaCl, 0.01 M Tris-HCl, pH 7.5), mas 0.05% de Tween 20] an-
tes de su uso. Las muestras y los estdndares fueron afiadi-
dos en cuotas triplicadas de 100 ul por poza y luego incu-
.badas” por toda la noche a 4°C. Las placas fueron lavadas al
menos tres veces con Wash Buffer entre cada paso del ensa-
yo. E1 mAPp 3D6 biotinilado, diluide a 0.5 png/ml en apagador
de ensayo Casein (0.25% de caseina, PBS, 0.05% de Tween 20,
pH 7.4), fue afiadido e incubado en las pozas por una hora a
temperatura ambiente. Un -conjugado de avidin en peroxidasa
de rabanito, (el Avidin-HRP se obtuvo de Ector, Burlingame,
CA), diluido -en 1:4000 en apagador de ensayo Casein, fue
-affadido a las pozas por una hora a temperatura ambiente. El
sustrato de colorimetria, el ELISA-TMB lento (Pierce), fue
afladido y se. le permiti$ reaccionar por 15 minutos a tempe-
ratura ambiente, después de lo cual la reaccidn enzimitica
fue detenida mediante la adicién de 25 nl de 2 N H2S04. El
producto de reaccién fue cuantificado usando un Vmax Mole-
cular Devices midiendo la diferencia en absorcién a 450 nm

.y -650 nm. -

E. Medida ‘de los Niveles APP
Dos ensayos distintos de APP se utilizaron. El prime-
ro, denominado APP-a/FL, reconoce tanto las formas APP-alfa
() y la forma de longitud completa ‘(FL) del APP. El segun-
do ensayo es especifico para APP-a. El ensayo APP-a/FL re-
conoce el APP secretado incluyendo los primeros 12 aminoa-
cidos de AB. Dado que el anticuerpo de reporte (2H3) no es
e8pecifico para el punto de corte o, que ocurre entre los
aminodcidos 612-613 de APP® (Esch et al., Science
248:1122-1124 (1990)); este ensayo también reconoce el APP
~de longitud completa (APP-FL). Los experimentos prelimina-
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res usandoe anticuerpos inmobilizados APP hacia la cola ci-
toplasmdtica del APP/FL para vaciar los homogenados del ce-
rebro de APP/FL sugieren que aproximadamente 30-40% dgel
APP-a/FL es FL (no se muestra la data). El anticuerpo de
captura para tanto el APP-a/FL y el APP-a fue mAb 8ES, ele-
vado contra los aminoicidos 444 a 592 de la forma APP®*
{(Games et al., arriba). El mAb de reporte para el ensayo
APP-a/FL es mAb 2H3, especifico para aminoicidos 597-608 de
APP®®*® (Johnson-Wood et al., arriba) y el anticuerpo de re-
porte para el ensayo APP-a es un derivado biotinilado del
mAb 16H9, elevado a los aminocdcidos 605 a 611 de APP. El
‘limite inferior de sensitividad para el ensayo APPaFL es

alrededor de 1l ng/ml (150 pM)} (Johnson-Wood et al.) y el
del ensayo especifico APP-a es de 22 ng/ml (0.3 nM). Para
ambos ensayos APP, el mAb 8ES fue revestido sobre las pozas
de unas placas EIA de 96 pozas como se describe arriba para
el mAb 266. Se usé APP-a recombinada secretada comoc el
estdndar de referencia para el ensayo APP-a y para el
ensayo APP-a/FL (Esch et al., arriba). Las muestras de
cerebro homogenadas en 5 M de guanidina fueron diluidas
-1:10 en el diluyente de muestra de ELISA (0.014 M de
apagallor de fosfato, pH 7.4, 0.6% de albumina de suero
bovind, 0.05% de timerosal, 0.5 M NaCl, 0.1%  NP40). Todos
estos estuvieron diluidos en relacién 1:4 en el diluyente
de muestra conteniendo 0.5 M de guanidina. Los homogenatos
diluidos fueron entonces centrifugados a 16,000 x g pbr 15
segundos a temperatura ambiente. Los estéindares APP.y las
muestras fueron afiadidas a la placa en cuotas duplicadas e
incubadas por una hpra y media én la temperatura ambiente.
El anticuerpo de reporte bionitilado 2H3 o 16H9 fue
incubado con muestras por una hora a temperatura ambiente.

Bl fosfato alcalino de estreptavidina (Boehringer Mann-

‘heim), diluido en 1:1000 en el diluyente de muestra, fue
incubado en las pozas.por una hora a temperatura ambiente.
" El substrato fluorescente 4 metil-umbeliferil-fosfato fue
. afladido para una incubacién de 30 minutos a temperatura
ambiente y las placas fueron leidas en un fluorimetro
Citofluor tm 2350 (Millipore), con una exitacién de 365 nm
Yy una emisién de 450 nm. . _

F. Inmunohistoquimica

Los cerebros fueron fijados por tres dias a 402C en
formol al 4% en PBS y luego almacenados de uno a siete dias
a 42C en formol al 1%, PBS hasta gue fueran seccionados. Se
cortaron secciones coronales de 40 micrones de espesor en
un vibrdtomo a temperatura ambiente y se almacenaron en un
crioprotector (30% glicerol, 30% etilin glicol en un apaga-
dor de fosfato) a 208C antes del proceso inmunohistoquimi-
co. Para cada cerebro, seis secciones al nivel del hipocam-
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po dorsal cada una separada por intervalos consecutivos de
240 um, fueron incubados durante toda la ‘noche con uno de
los siguientes anticuerpos: (1} un anti-Ap biotinilado
{(mAb, 3D6, especifico para el Af humano) diluido a una con-
centracién de 2 ug/ml en PBS y 1% de suero de caballo; o
(2) un mAb biotinilado especifico parael APP humano, 8ES5,
diluido a una concentracién de 3 ug/ml en PBS y 1% de suero
de caballo; o (3} un mAb especifico para la proteina acidi-
.ca fibrilar glial (GFAP; Sigma Chemical Co.) diluido en
1:500 con 0.25% de Triton X-100 y 1% de suero de caballo,
en solucidén salina apagada con Tris, pH 7.4 (TBS); o (4) un
mAb especifico para el CDllb, antigeno MAC-1, (Chemicon In-
.ternational) diluido en 1:100 con 0.25% de Triton X-100 y
1% de suero de conejo en TBS, o (5) un mAb especifico para
el antigeno MHC II (Pharmingen) diluido en 1:100 con 0.25%
de Triton X-100 y 1% de suero de conejo en TBS; o (6) Un
mAb de rata especifico para CD 43 (Pharmingen) diluido en
1:100 con 1% de suero de conejo en PBS; o (7) un mAb de ra-
ta especifico para CD 45RA (Pharmingen) diluido en 1:100
con 1% de suero de conejo en PBS; o (8) un AP monoclonal de
rata especifico para CD 45RB (Pharmingen) diluido en 1:100
con 1% de suero de conejo en PBS;-o (9) un Af monoclonal de
rata especifico para CD 45 (Pharmingen) diluido en 1:100
con 1% de suero de conejo en PBS; o (10) un AP de hamster
policlonal biotinilado especifico para el CD3e {(Pharmimgen)
diluido en 1:100 con 1% de suero de conejo en PBS o (11) un
.mAb de rata especifico para CD3 (Serotec) diluido en,1:200
con 1% de suero de conejo en PBS; o (12) una solucidén de
PBS a la cual le falta el anticuerpo primario conteniendo
1% de suero de caballo normal.

Las secciones reaccionaron con las soluciones anti-
cuerpo listadas en 1,2 y 6-12 mas arriba y fueron pretrata-
das con Triton X-100 al 1%, peroxido de hidrogenc al 0.4%
-en PBS por 20 minutos a’ temperatura ambiente. para bloguear
'la peroxidasa endégena. A coptinuacién fueron incubados to-
da la noche a 42C con el anticuerpo primarxio. Las secciones
reaccionaron con 3D6 o 8E5 ¢ CD3e mAbs y fueron entonces a
una reaccién por una .hora a temperatura ambiente con un
complejo de biotin-avidin-peroxidasa de rabanito con compo-
nentes del juego A y B diluidos 1:75 en PBS (Vector Elite
Standard Kit, Vector Labs, Burlingame, CA.). Las secciones
reaccionaron con anticuerpos especificos para el CD 45RA,
CD 45RB, CD 45, CD3 y la solucién PBS sin el anticuerpo
primario y fueron incubadas por una hora a temperatura am-
biktnte con un IgG anti-rata biotinilade (Vector) diluido
1:75 en PBS o IgG anti-rata biotinilado (Vector) diluido
1:75 en PBS, respectivamente. Las secciones fueron entonces
- hechas reaccionar por una hora a temperatura ambiente con
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un complejo biotin-avidin-peroxidasa de rabanito con compo-
nentes de los juegos A y B diluidos 1:75 en PBS (Vector
Elite Standard Kit, Vector Labs, Burlingame, CA.}. .

Se desarrollaron secciones en perdéxido de hidrédgeno al
0.01%, 3,3’ diamincbenzidina al 0.05% (DAB) a’ temperatura
ambiente. Las secciones destinadas para la incubacién cono
loa anticuerpos especificos GFAP-MAC-1-AND MHC II fueron
pretratados con peréxido de hidrégeno al 0.6% a temperatura
‘ambiente para bloguear la peroxidasa endégena y luego fue-
ron incubados toda la noche con el anticuerpo primario a
4®C. Las secciones que reaccionaron con el anticuerpo GFAP
fueron incubadas por una hora a temperatura ambiente con
anti-ratén IgG biotinilado hecho en caballos (Vector Labo-
ratories; Vectastain Elite ABC Kit) diluido en 1:200 con
TBS. Las secciones fueron hechas reaccionar a continuacién
por una hora con un complejo de biotin-avidin-peroxidasa
{(Vector Laboratories; Vectastain Elite ABC Kit) diluidos en
1:1000 con TBS. Las secciones incubadas con el anticuerpo
monoclonal especifico MAC-1l- o MHC II- fueron subsecuente-
mente sometidos a una reaccién por una hora a temperatura
ambiente con anti-rata IgG biotinilado hecho en ratones di-
-luidosen 1:200 con TBS, seguido de incubacién por una hora
con uUn complejo de biotin-avidin-peroxidasa diluido en
1:1000 con TBS. Las secciones incubadas con los anticuerpos
especificos GFAP-,MAC-1- y MHC IX- fueron entonces visuali-
zados para el tratamiento a temperatura ambiente con DAB al
0.05%, peréxido de hidrégeno al 0.01%, niquel cloryro al
0.04%, y TBS por 4 y 1l minutos respectivamente.

Secciones inmunotituladas fueron montadas sobre placas
de vidrio (VWR, Superfrost slides), secadas al aire durante
la noche, sumergidas en probar (Anatech) y cubiertas con
cubreplacas usando Permount (Fisher) como el medio de mon-
taje.

Para contracolorear .las placas AB, un subconjunto de
secciones positivas GFAP fue montado -en placas Superfrost e
incubadas en Thioflavin S acuoso al 1% (Sigma) por 7 minu-
tos a continuacién del proceso inmunohistoquimico. Las sec-
.ciones fueron a continuacién deshidratadas y limpiadas en
Probar, ‘a continuacién cubiertas' con cubreplacas montadas

con Permount.

G. Andlisis de Imigenes
Un sistema de andlisis de imAgenes Videometric 150

{Oncor, Inc., Gaithersburg, MD)- unido a un microscopio Ni-
koh Microphot-FX a través de una cémara de video CCD y un
monitor Sony Trinitron fue usado para la cuantificacidén de
las placas inmunoreactivas. La imagen de la seccidén fue al-
macenada en un video y el limite de saturacién se determinéd
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para seleccionar y calcular el 4rea total en pixeles ocupa-
da por las estructuras inmunotituladas. Para cada seccién,
el hipocampo fue manualmente delineado y el drea total oca-
pada por el hipocampo se calculd. El porcentaje de carga de
amiloide fue medido. como: (la fraccidn del area hipocampal
conteniendo depésitos AR inmunoreactivos con mAb 3D6) x
100. De manera similar la carga porcentual neuritica fue
medida como sigue: (la fraccién del &rea hipocampal conte-
niendo neuritos distréficos reactivos con el anticuerpoc mo-
noclonal BES5) x 100. El sistema de imigenes C (Compix Inc.,
Cranberry Township, PA) operando el programa Simple 32
Software Application fue enlazado a un microscopio Nikon
Microphot-FX a través de una cémara Optronics usada para
cuantificar el porcentaje de la corteza retrospinal ocupada
por los astrositos GFAP positivo y la microglia positiva
MAC-1- y MHC II-. La imagen de la seccién inmunoreaccionada
fue almacenada en un video y se determind un limite basado
en colores monocromos para seleccionar y calcular el Area
total en pixeles que ocupaban las c¢élulas inmunotituladas.
Para cada seccién, la corteza retrospinal (RSC) fue manual-
mente ‘delineada y el Area total en pixeles ocupada por el
RSC se calculéd. El porxcentaje de astrocitosis fue definido
como:’ (la fraccién de RSC ocupada por los astrositos reac-
tivos GFAP) x 100. DPe manera similar el porcentaje de mi-
crogliosis fue definido como: (la fraccién de la RSC acupa-
da por la microglia reactiva MAC-1- y MHC II-) x 100.® Para
todos los andlisis de imagen, seis secciones del nivel del
hipocampo dorsal cada uno separado por intervalos consecu-
tivos de 240 ym fueron cuantificados para cada animdl. En
todos los casos el estado de tratamiento de los animales
fue desconocido para el observador.

Aunque la invencién precedente ha sido descrita en de-
talle para los propésitos de claridad y entendimiento, es
obvio que ciertas modificaciones pueden practicarse dentro
del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Todas las pu-~
blicaciones y documentos de patentes gue se citan aqui, asi
como el texto que aparece en las figuras y las listas de
secuencia, se incorporan aqui como referencia en su totali-
dad para todos los propésitos y hasta el mismo nivel en ‘que
cada una lo denota individualmente.

De lo anterior se hace aparente que la invencidén se
presta a un nimerc de usos. Por ejemplo, la invencién brin-
da la oportunidad de usar cualquiera de los anticuerpos co-
ntra el AP descrito en el tratamiento, la profilaxis o dia-
gnosis de enfermedades amiloidquénicas, ¢ en la manufactu-
ra de un medicamento o composicién de diagndstico para uso

en la misma.
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32

FastSEQ for Windows Version 4.0

1

396

ADN

Mus musculus
CDS
(1)...(396)
iig;peptide
{1) ... (60)

1

atgq atg agt cct gcc cag ttc ctg ttt ctg tta gtg ctec tgg att cgg 48
Met Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg ¢

-20

-15 -10 -5 ¢

gaa acc aac ggt tat gtt gtg atg acc cag act €ca ctc act ttg tcg 96 ]
Glu Thr Asn Gly Tyr Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser

gtt acc att gga caa c¢ca gcc tcc atc tet tgc aag tca agt cag agce 144
Val Thr Ile Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser

15 20 - 25

ctc tta gat agt gat gga aag aca tat ttg aat tgg ttg tta cag agg 152
Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg . i
30 35 40

cca ggc cag tct cca aag cgc cta atc tat ctg gtg tct aaa ctg gac 240
Pro Gly Gln Ser Pro Lys Arg Leu Ile Tvr Leu Val Ser Lys Leu Asp

45

- 50 55 60

‘tct gga gtc cct gac agg ttc act ggec agt gga tca ggqg aca gat ttt 288

Ser Gly Val Pro Asp Arqg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 710 75

aca ctg aaa atc agc aga ata gag gct gag gat ttg gga ctt tat tat 336
Thr Leu Lys Ile Ser Arg Ile Glu Ala Glu Asp Leu Gly Leu Tyr Tyr

80 85 90

tgc tgg caa ggt aca car ttt cct cgg acg ftc ggt gga ggc acc aag 384
Cys Trcp Gln Gly Thr His Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

109 - : ] e



.:.'-

ctg gaa atc aaa
Leu Glu Ile Lys
110

<210> 2

<211> 132

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

- €221> SERAL

<222> (1)...(20)

<400> 2 .

Met Met Ser Pro Ala

-20

Glu Thr Asn Gly Tyr

. 1

Val Thr Ile Gly Gln

15

Leu Leu Asp Ser Asp

30°

-Pro Gly Gln Ser Pro

{5 :
Ser Gly Val Pro Asp
. 65
Thr Leu Lys Ile Ser
] 80
Cys Trp Gln Gly Thr
95
Leu Glu Ile Lys
110

<210> 3
£211> 414
212> ADN

<213> Mus musculus.

<220>
<221>" cps
<222> (1)...(414)

<221> sig peptide

€222> (1l})...(57)

<400> 3

atg aac ttc ggg ctc

Met Asn Phe Gly Leu
-15

»-
gtc cag tgt gaa gtg
Val Gln Cys Glu Val
1

Gln Phe
-15
Val val

Pro Ala

Gly Lys
35

Lys Arg

50

Arg Phe

Arg Ile

His Phe

agc ttg
Ser Leu

aag ctg
Lys Leu

100

Leu
Met
Ser
20

Thr
Leu
Thr
Glu

Pro
160

att
Ile

gtg
val

Phe
Thx
Ile
Tyc
Ile
Gly
Ala

835
Arg

tte
Phe

gag
Glu

It

Leu
Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

ctt
Leu
-10

tct
Ser

0

Leu
-10
Thr

.Cys

Asn
Leu
55

Gly
Asp

Phe

gtc
val

999
Gly

Val
Pro

Lys

105

Leu

Leu

Ser

- 25

Trp
40

val
Ser

Leu

Gly

ctt
Leu

gga
Gly

Leu
Ser
Gly
Gly

Gly
105

gtt
val

ggc
Gly
10

Trp
Thr
10

Ser

Leu

Thr

Leu
29
Gly

tta
Leu

tca
Leu

Ile
Leu
Gln
Gln
Leu
Asp
75

Tyr

Thr

aaa
Lys
-5

gtg
Val

Arg

£ =5

Ser
Ser
Arg
Asp
60
Phe
Tyr ¢

Lys

ggt
Gly

aag
Lys

396
&

96

LO



cct gga
Pro Gly
15

agt aac
Ser Asn
|30

gag tgg
Glu Trp

gac aat
Asp Asn

acc ctg
Thr Leu

tat tat
Tyr Tyr
95

>
ggc cag

Gly Gln
110 ]

<210> 4

gcg
Ala

tat
Tye

gtt
val

gta

‘Val

tac
Tyr
80

tgt
Cys

gyc
Gly

- <211> 138

<212> PRT

<220>

<€221> SERAL

€222> (1)...(19)

<400> 4
Met Asn

Val .Gln

Pro Gly
15

Ser' Asn

30

Glu Trp

Asp Asn
Thr Leu
Tyr Tyr
. 95

Gly Gln
110

Phe
Cys
Ala
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

tct
Ser

ggc
Gly
éca
Ala
aag
Lys

65
ctg

Leu

gtc
Val

acc
Thr

Gly
Glu
.1

Ser
Gly
Ala
Lys
65

Leu

val

Thr

ctg
Leu

atg
Met

tcc
Ser
50

ggc
Gly

caa
Gln

aga
Arg

act
Thr

‘€213> Mus musculus

Leu

- =15

val

Leu

Met:

Ser
50
Gly

Gln
Arg

Thr

aaa
Lys

tct
Ser
as

att

Ile

cga
Arg

atg
Met

tat
Tyr

gtc
Val
115

Ser

Pyt

Lys
Ser
35

Ile
Arg
Met

Tyr

Ile
115

ctc
Leu
20

tgg
Trp

agqg

Arg

tte
Phe

agt
Ser

gat
Asp
100

aca
Thr

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Phe
Ser
Asp

100
Thr

tcc
Ser

gtt
val

agt
Ser

acc
Thr

agt
Ser
8s

cac

His

gtc
Val

JIle:

Val

Ser

val

Ser

Thr,

Ser
85
His

val

tgt
Cys

cgc
Arg

gge
Gly

atc
Ile

70
ctg
Leu

tat
Tyr

tce
Ser

Fhe
Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Tyr

Ser

gca
Ala

cag

gcc
Ala

aat

tct
Ser
25

tca

gqga
Gly

gac

Gln Asn Ser Asp

ggt

40

ggt

aga

Gly Gly Arg

55
tec

Ser

aag
Lys

agt
Sex

tca
Ser

Leu
-10
Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Lys
Ser

Ser

111

aga
Arg

tct
Ser

ggt
Gly

Val
Gly
Ala
Asn
40

Gly
Arg

Ser

Gly

gag
Glu

gag
Glu

agc
Ser
105

Leu-

Gly
Ser
25

Ser
Arg
Glu
Glu

Ser
105

acc
Thr

aat
Asn

gac
Asp

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

gce
Ala
15

acg
Thr

30

tce
Ser

Val
Gly
10

Gly
Asp
Thr
Asn
Asp

50
Ser

gac
Asp

Leu
Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

. Thr

hsp

act
Thr

agg
Arg

tat
Tyr
60

aag

Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

Lyé

-5
vVal

Thr
Arg
Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

ttc
Phe

ctyg
Lsu

45
tca
Ser

aac
Asn

ttg
Leu

tgg
Trp

Gly
Lys
Phe
Leu
45

Ser

Asn

Leu

Trp

144

192

240

20848

336

3e4

414

Y, \g%\\



210> 5

<211> 132
<212> PRT
€213> Secuencia Artiflcial

<220>

<221> SERAL

<222> (1)...(20)

<223> regidn variable de cadena

T <400> 5
Met Met
-20

Glu Tp:

Val Thr

Leu Leu
3o

Pro Gly

45

Sér Gly

Ser Pro Ala

Asn
Pro
15

Asp
Gln

Val

Gly
Gly
Ser
Ser

Pro

Thr Leu Lys Ile

L
Cys Trp

Val Glu
110

<210> 6

Gln
95
Ile

<211> 125
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

%221> SERAL

222> (1)...{19)

<400> 6
Met Gly

Met Thr
Ser Ile
15

Asn Tyr
30

Leu Ile
Ser Gly
Glu Ala

Pro Arg

Leu
Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
Glu

&0
Thr

80
Gly

Lys

Leu-

Ser
"1
Cys
Asp
Leu
Gly
-85
Asp

Phe

Tyr
1l
Glu

Asp
Pro
Asp
65

Ser

Thr

Met
-15
Pro

Arg
Trp
Gly
50

Ser

Val

Gly

Gln
-15
Val

Pro
Gly
Gln

S0
Arg

Arg

His

Leu
Leu
Ser
Tyr
35

Ser
Gly
Gly

Gln

Phe Leu
Val Met
Ala Ser
20
Lys Thr
as
Arg Leu
Phe Ser
Val Glu

Phe Pro
100

Trp Val
Ser Leu
Ser Gln
20

Leu Gln
Asn Arg
Thr Asp
vVal Tyr

85
Gly Thr

ligera humanizada 306

Phe

Thr
5

Ilq

Tyr

Ile

Leu
Gln
Ser
Leu

Tyr

Gly Ser

Ala
B85S
Arg

Ser
Pro
Ser
Lys
Ala
Phe
70

Tyr

Lys

70
Glu

Thr

Gly
-10
val
Léu
Pro
Ser
55

Thr
Cys

Val

112

Leu
-10
Ser
Cys
Asn
Leu
Gly
Asp

Phe

Ser
Thr
Leu
Gly
40

Gly
Leu

Met

Glu

Val
Pro
Lys

Trp
410

val

Ser
Val

Gly

S5er
Pro
His
25

Gln
val
Lys
Gln

Ile

Leu
Leu
Ser
25

Leu
Ser
Gly
Gly

Gln
105

Gly
Gly
10

Ser
Ser
Pro
Xle
Ala

80
Lys

Trp
Ser
10

Ser
Leu
Lys
Thr
Val

90
Gly

Asp
Glu
Asn
Pro
Asp
Ser

715
Leu

Ile Arg
-5
Leu Pro

Gln Ser
Gln Lys

Leu Asp
60

Asp Phe

15

Tyr Tyr

Thr Lys

Ile Val
-5
Pro Ala

Gly Tyr

Gln Leu
45

Arg Phe

60

Arg Val

Gln Thr



95

<210> 7

<211> 100
<212> PRT
<213> Homo sapiens

. <400> 7

Asp Ile
1

Glu Pro

Asn Gly

Pro Gln
50

Asp Arg

65"

Ser Arg

Leu Gln

<210> 8

val
Ala
Tyr
as

Leu
Phe
Val

Thr

<21l> 138
-€212> PRT

<213> Secuencia

<220>

Met Thr
L

Ser Ile

20

Asn Tyr

Leu Yle
Ser Gly
Glu Ala

85

Pro
100

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser

70
Glu

100

Ser
Cys
Asp
Leu
55

Gly

Asp

Artificial

Pro

Arg

‘Trp

40
Gly

Ser

Val

<223> Regién -variable de cadena

<221> SERAL
<222> (1)...(19)

<i00> 8
Met Asn

- Val Gln

Pro Gly
) 15
Ser Asn
30

Glu Trp

Asp Asn

Ser Leu

Tyr Tyr
95

Gl;'Gln
110

<210> 9

Fhe
Cys
Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

Gly Leu
-15
Glu val

Ser Leu
Gly Met
Ala Ser
50

Lys Gly-
65

Leu Gln
Val Arg

Thr Leu

Ser
Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met
Tvr

Val
115

Leu
Leu
Leu
20

TIp
Arg
Phe
Asn
Asp

100
Thr

Ile
Leu
Ser
Val
Ser
The
Ser
85

His

vVal

105

Leu Ser Leu Pro

10

Val

Ser Ser Gln Ser Leu

25

Tyr Leu Gln Lys

Ser Asn Arg Ala

Gly Thr Aap* Phe

5

Gly Val Tyr Tyr

90

Pro
435

Ser
Thr

Cys

Thr
Leu
30

Gly
Gly

Leu

Met

pesada Humanizada: 3D§

Phe
Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Tyr

Ser

Leu Val
-10
Ser -Gly

Ala Ala
Gln Ala
40

Gly Gly
55

Ser Arg
Arg Ala
Ser Gly

Ser

113

Len
Gly
Ser
25

Pro
Arg
RAsp
Glu

Ser
105

Val
Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Ser

Leu
Léu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Asp

Pro
15

His
Gln
val
Lys

Gln
95

Lys
-5

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile

Ala

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ser

Asn

Leu

Trp




<400>

<211> 121
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 9
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser
1 . S
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20
Ala Val Ser Trp Val Arg Gln
s
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70.
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
85
Ala Lys Asp Asn Tyr Asp Phe
100
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115
<210> 10
<211> 98
<212> PRT
<213> Homo sapiens
. <400> 10
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln
35
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
. Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
) 85
Ala Lys
<210> 11
<211> 132
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<221> SERAL
<2%2> (1)...{20})
<2ﬁ3>

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala
Trp

Ser
120

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Gly Gly Leu Val

Ser
25
Pro

Ser

Glu
Ser

1065
Ser

Gly
Ser
25

Pro
Ser

Asp

Glu

10
Gly

Gly

Thr

Asp
S0
Gly

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn

Asp
90

Phe
Lys
TYr
Ala
15

Thr

Thr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser

715
Thr

Thr
Gly
Tyr

60
Lys

Phe

Val
Tﬂr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Leu

Asp

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

.vVal

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Tyr
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

regién variable de cadena ligera humanizada 3D§

11

Gly Gly
15
Ser Tyr

Trp Val —
Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys

95

Trp Gly

Gly Gly *
15 !
Ser Tyr ,

Trp Val
Ser Val
Leu Tyr

80

Tyr Cys
95

Met Met Ser Pro hla Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trxp Ile Arg

114



-20
Glu

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

val

<210>
<211>
<212>
<213>

Thr
Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Trp

Glu
110

-

<220>

<223>

<221>
£222>

<400>

L

Asn
Pro
15

Asp
Gln
val
Lys
Gln

95
Ile

12

138
PRT
Secuencia

SERAL
{1)...(19}

12.

Gly
Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
BO

Gly

Lys

Met Asn Phe Gly

Val
Pre
Ser
.30
Glu
Asp
.Thr
Tyr

Gly
110

<210> 13

Gln
Gly
15

Asn
Trp
Asn
Leu
Tyr

95
Gln

Cys
Gly
Tyr
val
Val

Tyr

Cys

Gly

<211> 393
<2T3> ADN
<€213> Mus musculus

<220>
<221> CDS

Glu
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu

val

Thr

Asp
Glu
Asp
Pro
Asp
65

Ser

Thr

-15
val

Pro
Gly
Gln
50

Arg
Arg

His

Val
Ala
Lys
35

Arg
Phe
val

Phe

Artificial

Leu
~15
vVal
Leu
Met
Ser
50

Gly
Gln
Arg

Leu

Ser
35

Ile
Arg
Met

Tyr

Leu
Leu
Leu
20

Trcp
Arg
Phe

Asn

Asp

— 100

Val
115

Thr

Met
Ser
20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

regidén variable de cadena

Ile
Leu
5
Ser
Val
Ser
Thr
Ser
85
His

vVal

Thr
S
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Arg

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Ser
Cys
Asn
Leu
55

Gly
Asp

Phe

Pro
Lys
Tep
40

val
Ser

Val

Gly

Leu
Ser
25

Leu
Ser
Gly
Gly

Gln
105

Ser
10

Ser
Leu
Lys
Thr
val

90
Gly

ligera humanizada 3D6

Phe
Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Tyr

Ser

Leun
~10
Ser

Ala

Gln.
.40

Gly
55

Ser
Arg
Ser

Ser

115

val

Gly

Ala
Gly
Arg
Ala

Gly

Leu
Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp
Glu

Ser
105

val
Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Ser

Leu
Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Asp

Leu
Gln
Gln
Leu
Asp
75

Tyr

Thr

Lys

val

Pra
Ser
Lys
Asp
Phe
Tyr

Lys

Gly
Gln
Phe

Leu
45

. Ser

Asn
Val

Trp

“P’J‘Q



<222> (1}...{393)

<221> sig_peptide

<222> (1)...

<400> 13

atg
Met

tce
Ser

agt
Ser

ata
Ile
30

gdec
Gly

gq99
Gly

cte
Ley

ttt
Phe

gag
Glu
110

aag ttg
Lys Leu

agc agt
Ser Ser

ctt gga
Leu Gly
15

cat agt
His Ser

cag tct
Gln Ser

[
gtg cca
val Pro

aag atc
Lys Ile
80

caa ggt
Gln Gly
85

ctg gaa
Leu Glu

<210> 14 -
<211> 131
<212> PRT

<213>

220>
<221> SERAL

222>

<400> 14
Mef Lys Leu Pro Val

(37

eGt
Pro

gat

Asp,

gat
Asp

aat
Asn

cca
Pro

gac

Asp

65
aag

Lys

tca
Ser

{1}...(19)

gtt
Val
-15

gtt
Val

caa
Gln

gga
Gly

aag
Lys
50

agg
Arg

aaa
Lys

cat
His

Mus musculus

-15

agg
Arg

ttg
Leu

gcc
Ala

aac

Asn
35

ctc

Leu

tte
Phe

gtg
Val

gtt
Val

etg

Leu.

atg
Met

tce
Ser
20

acc
Thr

ctg
Leu

agt
Ser

gag
Glu

ccg
Pro
100

ttyg
Leu

acc
Thr

atc
Ile

tat
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
as

ctc
Leu

gta
Val

caa
Gln

tct
Ser

tta
Leu

tac
Tyr

agt
Ser
70

gag
Glu

acg
Thr

Arg Leu Leu Val

ctg
Leu
-10

act
Thr

tgc
Cys

gaa
Glu

aaa
Lys
55

gga
Gly

gat
Asp

ttc
Phe

Leu
-10

atg
Met

cca
Pro

aga

-Arg

tgg
Trp
40

gtt
val

tca
Ser

ctg
Leu

ggt
Gly

Met

ttc
Phe

ctec
Leu

tct
Ser
25

tac

Tyr

tec
Ser

ggq9
Gly

gga
Gly

gct
Ala
105

Phe

Ser Ser Ser Asp Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Leu

l

5

Ser Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys

116

tgg
Trp

tec
Ser
10

aget

Ser

ctg
Leu

aac
Asn

aca
Thr

att
Ile
a0

ggd
Gly

Trcp

att
Ile

ctyg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

cga
Arg

gat
Asp
75

tat
Tyr

acc
Thr

Ile

Ser Leu

10

Arg Ser Ser Gln

cect
Pro

cct
Pro

aac
Asn

aaa
Lys

ttt
Phe
69

tte
Phe

tac
Tyr

aag
Lys

Pro
-5
Pro

Asn

gct
Ala

gtc
Val

att
Ile

cca
Pro
45

tct

Ser

aca
Thr

96

141

192

240

288

¢

tge
Cys |,

ctg
Leu

Ala
Val

Ile

“ 336

384

393

B 5



15
Ile His Ser Asn Gly
30
Gly Gln Ser Pro Lys

50
Gly Val Pro Asp Arg
65
Leu Lys Ile Lys Lys
80
Phe Gln Gly Ser His
95
Glu Leu Glu
110
 <€210> 15
<211> 426
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
«221> CDS

<222> (1}...(426)

<221> sig_peptide
<222> {1}...(37)

L]
<400> 15
atg gac agg ctt act
Met Asp Arg Leu Thr
=15

gtc ctg tecc cag gct
Val Leu Ser Gln Ala
1

Ecc tcc cag acc ctc
S5er Ser Gln Thr Leu
’ 15

agc act tct ggt atg
Ser Thr Ser Gly Mat
0

ggt ctg gag tgg ctg
Gly Leu Glu Trp Leu
50

aac cca tcc ctg aag
Asn Pro Ser Leu Lys
65

aag cag gta tte ctc
Lys Gln Val Phe Leu
80

aca tac tac tgt gtt
Thr Tyr Tyr Cys Val

Asn
a5
Leu

Phe'

val

val

tce
Ser

act
Thr

agt
Ser

gga
Gly
Aas

gca
Ala

agc
Ser

aag
Lys

cga
Arg

20
Thr

Leu

Ser

Glu.

Pro
100

tca
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu

gty
Val

cac
His

<9y
Arg

atc
Ile

agg
Arg

Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Leu

tte
Phe

aag
Lys

act
Thr

agc
Ser

att

-Ile

cte
Leu

acec
Thr
85

ccec
Pro

Leu’

Tyr

Ser
70
Glu

Thr

ctyg
Leu

gag
Glu

tgt
Cys

tgg
Trp

tac
Tyr

aca
Thr
70

agt

Ser

att
Ile

Glu

Lys
55
Gly

Asp

Phe

ctg
Leu
-10

tet
Ser

tet
Ser

att
Ile

tgg
Trp
55

atc

Ile

gtg
val

act
Thr

117

Trp
Val
Ser
Leu

Gly

ctg
Leu

gge
Gly

ttc
Phe

cgt
Arg
40

gat
Asp

tcc
Ser

gac
Asp

ccqg
Pro

25
Tyr

Ser
Gly
Gly

Ala
105

att
Ile

cct
Pro

tect
Ser
25

cag
Gln

gat
Asp

aag
Lys

cct
Pro

gta
val

Leu
Asn
Thr
Ile

Gly

gre
val

gga
Gly

g99
Gly

cct
Pro

gac
Asp

‘gat

gca
Ala
90

cta-
Leu

Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

cct
Pro

ata
Ile

ttt
Phe

tca
Ser

aag
Lys

acc
Thr
s

gat
Asp

gtc
Val

Lys
Phe
60

Phe
Tyr

Lys

-gca

Ala
-5

ttg
Leu

tca
Ser

gga
Gly

cge
Arg
60

tce
Ser

act
Thr

gat
Asp

Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

tat 48
Tyr

cag 96 ,
Gln

ctg 144
Lau

aag 192

Lys +
45

tat 240
Tyr

aga 288

gcc 336
Ala.

get 384
Ala



95

100

105

atg gac tac tgg ggt caa gga acc ktca gtc acc gtc tcc tca
Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

110

<210> 16
<211> 142
<212> PRT

<€213> Mus musculus

<220>
<221> SERAL

€222> (1)...1(19)

<400> 16
Met Asp Arg

Val Leu Ser

Ser Ser Gln
15 .
Ser Thr Ser
30 K
Gly Leu Glu

Asn Pro Ser

Lys Gln Vval
a0
Thr Tyr Tyr
95
Met Asp Tyr
110

<210> 17
<211> 136
<212> ADN

<213> Secuencia

<220>

Leu Thr

-15

Gln Ala
1

Thr Leu

Gly Met

Trp Leu
50

Leu Lys

65

Phe Leu

Cys Val

Trp Gly

€223> Primer

<400> 17

tccgcaaget tgccgccacc atggacatge gogtgcccge ccagctgctg ggcctgctga 60
tgctgtgggt gtccggectee teoecggctacy tggtgatgac ccagteccce ctgtcoctge 120

' cogtgaccee cggcga

<€210> 18
<211> 131
<212> ADN

115

Ser
Thr
Ser
Gly
Ala
Ser
Lys
Arg

Gln
115

Ser
Leu
Leu
20

val
His
Arg
Ile

100
Gly

Artificial

€213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Primer

Phe
Lys
Thx
Ser
Ile
Leu
Thr
85

Pro

Thr

Leu
Glu
Cys
Trep
Tyr
Thr

70
Ser

-Ile

Ser

Leu
-10
Ser
Ser

Ile

Trp

55
Ile

Val
Thr

Val

118

120

Leu
Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp

Pro

Thr
120

Ile
Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
Val

105
Val

Val
Gly
10

Gly
Pro
Asp
Asp
Ala
S0

Leu

Ser

Pro Ala Tyr
-5
Ilg Leu Gln

Phe Sér-Leu
S5er Gly Lys
45
Lys Arg Tyr
60

Thr Ser Arg
75

Asp Thr Ala
Val Asp Ala

Ser

L



<400> 18
ctggggggac tggccgggct tctgcagcag ccagttcagg taggtettge cgtcggagte 60 5

cagcagggac tgggaggact tgcaggagat ggaggcgggec tcgeccggggg tcacgggeag 12
ggacaggggg 9 131

<210> 19

<211> 146

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 19
acctgaactg gctgetgocag aagcceggce agtcccceca gegectgate tacctggtgt 60

ccaagctgga ctccggcgtg cccgaccget tcoctecggetc cggctcegge accgacttca 120
ccctgaagat ctcccgegtg gaggec 146

<210> 20

€211> 142

<212> ADN

<213> Secuencla Artificial
<220>

. €223> Primer

J

<400> 20
aattctagga tccactcacg cttgatctcc accttggtge cctggccgaa ggtgcggggg 60

aagtgggtgc cctgccagca gtagtacacg cccacgtéct cggectceocac gcqggagnt& 120
ttcagggtga agtcggtgcc gg 142

<210> 21

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
«€223> Primer

<400> 21

ctggggggac tggcecg 16

<210> 22

<211> 22

<212> ADN

€<213> Secuencia Artificial

<220>
* €223> Primer

<400> 22
acggganctg gctgctgeag aa 22
<€210> 23

<211> 138

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
€223> Primer ) .

<400> 23
acagaaagct tgccgccacc atggagtttg ggctgagectg gectttttett gtggetattt 60

taaaaqggtgt ccagtgtgag gtgcagctgc tggagtccgg cggeggcetg gtgcagceceg 120
gecggetcect gogoctgt 138

<210> 24

211> 135

<212> ADN

£213>» Secuencia Artificial

<220>
€223> Primer

<400> 24
gccgccggag cggatggagg ccacccactc caggecccttg ccgggggcct ggegcaccca 60

ggacatgccg tagttggaga aggtgaagcc ggaggcggeg caggacadge gcagggagece 120
gecgggctgc accag 135

<210> 25

<211> 142

<212> ADN _

<213> pecuencia Artificial
4

<220>

<€223> Primer
]

A

<400> 25 .
ctggagtggg tggcctccat ccgctccgge ggecggccgeca cctactacte cgacaacgtg 60
aagggccgct tcaccatcotc ccgocgacaac gecaagaact ccctgtacct geagatgaac 120

tccctgecgeg ccgaggacac ©g 142

<210> 26
<211> 144

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Primer

-<400> 26 .

ctgcaaggat ccactcaccg gaggacacgg tcaccagggt gccctggcec cagtagtcegg 60
aggagccgga grtagtggtcg tagcgcacge agtagtacag ggcggtgtoc tcoggegegea 120
gggagttcat-ctgcaggtac aggg 144

<210> 27

<211> 16

<212> ADN

€213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 27

gccgeccggag cggatg 16

120



<210> 28

<211> 20

<212> ADN

€213> Secuencia Artificial

<220>
<€223> Primer

<400> 28
ctggagtggg tggcctccat

<210> 29
<211> 19
€212> ADN
€213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 29
tccgecaaget tgccgccac

<210> 30

<211> 2%

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
€223> Primer

<400> 30
aattctagga tccactcacg cttgatctce

<210> 31

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
€223> Primer

<400> 31
acagaaagct tgccgecace atg

<210> 32

<211> 22 —_
<212> ADN

<213» Semcuencia Artificial

<220>
€223> Primer

<460> 32 -
ctgcaaggat ccactcaccg ga

<210> 33
<211> 10

121

20

19

29

23

22




<212> PRT

€213> Secuencia Artificial

<220>

<223> péptido interna

<400> 33

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp- 5er Gly Tyr

1

<210> 34

<211> 402
<212> ADN
<213>

<220>
<223> h3D6

<400> 34

atggacatgce
teccggectacg
gcctccatct
aactggq;gc
ctggactceg
aagatctccc
ttccecegea

<210> 35
<211> 402
<212> ADN

5

Secuencia Artificial

versién 1 VL

gcgtgccecge
tggtgatgac
cctgcaagtc
tgcagaagcc
gegtgeccga
gcgtggagge
ccttecggeca

ccagctgetyg
ccagtcecece
ctcccagtcc
cggccagtce

ccgettetce,

cgaggacgtg
gggcaccaag

€213> Secuencia Artificial

<220>

<223> h3iD6 versién 2 VL

<400> 35
atggacatgc
tccggegacg
gcctecatct
aactggctgce
ctggactceg
aagatctcce
" tteccecegea

<210> 36
<211> 414
<212> ADN

gcgtgeecge
tggtgatgac
cectgcaagtc
tgcagaagcc
gcgtgeccga
gcgtggagge
ccttcggeca

ccagectgctyg
ccagtceccee
cteccagtcece
cggccagtcc
cegettctce
cgaggacgtg
gggcaccaag

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> h3D6 versién 1 vd

<400> 36

atggagtttg ggctgagctg getttttett
gtgcagctgc tggagtecgg cggcggectg
tgcgeccgect ccggecttecac cttoctccaac
ggcaagggee tggagtgggt ggecctccate

10

ggcctgctga
ctgtccctge
ctgctggact
ccccagegee
ggctccgget
ggcgtgtact
gtggagatca

ggcctgctga
ctgtccctge
ctgctggact
ccccagegec
ggcteccgygct
ggcgtgtact
gtggagatca

gtggctattt
gtgcagcccg
tacggcatgt
cgctceggeg

122

tgctgtgggt
ccgtgaceccc
ccgacggcaa
tgatctacct
ccggecaccga
actgctggca

ag

tgctgtgggt

ccgtgaccce
ccgacggcaa
tgatctacct
ccggeaccga
actgctggca
ag

taaaaggtgt
gocggcteect
cctgggtgeg
gcggccgeac

gtceggcetec
cggcgagcce
gacctacctg
ggtgtccaaqg
cttcaccctg
gggcacccac

gtccggctec
cggegagecc
gacctacctg
ggtgtccaag
cttcacecetyg
gggcacceac

ccagtgtgag
gcgectgtce
ccaggcccce
ctactactcc

60

120
180
240
300
360
402

60

120
180
240
300
3so
402

60

120
180
240



gacaacgtga agggccgctt caccatctce cgcgacaacy ccaagaactc cctgtacctg 300
cagatgaact ccctgcgcgc cgaggacacc gccctgtact actgocgtgeg ctacgaccac 360

tactccgget cctccgacta ctggggeccag ggecaccctgg tgaccgtgte ctce

<210> 37
<211> 414
<212> ADN

€213> Secuencia Artificial .

<220>
<223> h3D6

<400> 37
_ atggagtttyg
* gtgcagctge
"tgegecgect
' ggcaagggec
gacaacgtga
cagatgaact
tactccgget

version 2 VH

ggctgagctyg
tggagtccgg
ccggcttcac
tggagtgggt
agggcegett
ccctgegege
cctccgacta

gctttttcrt
cggcggcetg
cttctccaac
ggcctccate
caccatctce
cgaggacacc
ctggggccag

gtggctattt
gtgcagceccqg
tacggcatgt
cgctcaggeg
cgcgacaact
gccgtgtact
ggcaccctgg

123

taaaaggtgt
geggctecct
cctgggtgeg
gcggccgcac
ccaagaacac
actgegtgeyg
tgaccgtgtc

- 414
€

ccagtgtgag 60
gcgcetgtee 120
ccaggccccc 100
ctactactce 240
cctgtacctg 300
ctacgaccac 360

- —



REIVINDICACIONES
Habiendo asi especialmente descrito y determinado la
naturaleza de la presente invencién y la forma como la mis-
ma ha de ser llevada a la practica, se declara reivindicar
como de propiedad y de derecho exclusivo:

1} Una cadena ligera de inmunoglobulina humanizada
comprendiendo regiones de determinacidén de complementarie-
dad de regién variable (CDRs) a partir de la secuencia de
regioén variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina

" 3D6 como se presenta en SEQ ID NO:2, y comprendiendo regio-

nes de cuadro variable de una- secuencia de cadena ligera de

- inmunoglobulina del receptor humano, siempre y cuando que

al menos un residuo de cuadro sea sustituido con el corres-
pondiente residuo amino a4cido de la secuencia de regidén va-
riable de la cadena ligera de la 3D6 de ratén, donde el re-
siduo de cuadro se selecciona del grupo que consta de:

a) un residuo que de manera nho covalente se une al
: antigeno directamente;

b} un residuo adyacente a una CDR;

¢} Un residuo que interactia con la CDR; y

d) Un residuo que participa en-la interfase VL-Vﬁ.

2) Una cadena pesada de inmunoglobulina humaﬁizada
comprendiendo regiones de determinacién de complementarie-
dadde regiéon variable (CDRs) a partir de la secuencia de
regién variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina
3D6é como se presenta en SEQ ID NO:2, y comprendiendo regio-
nes de cuadro variable de una secuencia de cadena pesada de

. inmunoglobulina del receptor humano, siempre y cuando que
‘al menos un.residuo de cuadro sea sustituido con el corres-

pondiente residuo amino &cido de la secuencia de reqgién va-
riable de la cadena pesada de la 3D6 de ratén, donde el re-
siduo de cuadro se selecciona del grupo que consta de:

a) Un residuoc que de manera no covalente se une al

antigeno directamente;

b) Un residuo adyacente a una CDR;

c) Un residuo que interactia con la CDR; ¥

d) Un residuo que participaz en la interfase VL-VH.

3) La cadena ligera de la reivindicacién 1, donde un
residuo que interactia con la CDR es identificado mediante

124
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el modelaje de la cadena ligera de 3D6 basado en la estruc-

. tura resuelta de 1CR9.
&

4) La cadena ligera de la reivindicacién 1, donde un
residuo que interactia con la CDR es identificadc mediante
el modelaje de la cadena ligera de 3D6é basado en la estruc-

tura resuelta de 1NLD.

5) La cadena pesada de la reivindicacién 2, donde un
residuo que interactia con la CDR es identificado mediante
. el modelaje de la cadena pesada de 3D6 basado en la estruc-
- tura resuelta de 10PG.

&) Una cadena ligera de inmunoglobulina humanizada
comprendiendo regiones de determinaciéon de complementarie-
dad de regién variable (CDRs) a partir de la secuencia de
regién variable de la cadena ligera de. la inmunoglobulina
3D6 como se presenta en SEQ ID NO:2, y comprendiendo regio-
nes de cuadro variable de una secuencia de cadena ligera de
inmun?globulina del receptor humano, siempre y cuando que
al menos un residuo de cuadro sea sustituido con el corres-
pondiente residuo amino acido de la secuencia de region va-
riable de la cadena ligera de la 3D6 de ratdn, donde éﬁ re-
siduo de cuadro es un residuo capaz de afectar la conforma—
cién o funcidén de la regién variable de cadena ligera como
lo identifica el analisis de un modelo tridimensional de la

region variable.

7) Una cadena pesada de inmunoglobulina humanizada
comprendiendo regicnes de determinacién de complementarie-
dad de regidén variable (CDRs) a partir de la secuencia de
" regibébn variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina
"3D6 como se presenta en SEQ ID NO:2, y comprendiendo regio-
nes de cuadro variable de una secuencia -de cadena pesada de
inmunoglobulina del receptor humano, siempre y cuando que
al menos un residuo de cuadro sea sustituidec con el corres-
pondiente residuo amino Acido de la secuencia de Tregién va-
riable de la cadena pesada de la 3Dé de ratdén, donde el re-
siduo de cuadro es un residuo capaz de-afectar la conforma-
cign o funcién.de la regidén variable de cadena pesada como
lo identifica el andlisis de un modelo tridimensional de la

regién variable.

- - - - - ——m —
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8) La cadena ligera de la reivindicacién 6, donde el
residuo de cuadro se selecciona del grupo que consta de un
residuo capaz de interactuar con un antigeno, un residuo
préximo al sitio de unién del antigeno, un residuo capaz de
interactuar con una CDR, un residuo candénico, un residuo
dentro del &rea de 6 A_de un residuo CDR, un residuo de zo-
na vernier, un residuo de empaque intercadenas, un residuo
raro, y un residuo de sitio glicosilacién sobre la superfi-

cie del modelo estructural.

9) La cadena pesada de la reivindicacién 7, donde el
residuo de cuadro se selecciona del grupo que consta de un
residuo capaz de interactuar con un antigeno, un residuo
préximo al sitio de unién del antigeno, un residuo capaz de
interactuar con una CDR, un residuo dentrc del &rea de 6 A
de un residuo CDR, un residuo candnico, un residuo de zona
vernier, un residuo de empaque intercadenas, un residuo
inusual, y un residuo de sitio glicosilacién sobre la su-
perficie del modelo estructural.

de la reivindicacién 6 u 8, don-
identificado mediante el modela-

¥
10) La cadena ligera
de el residuo de cuadro es

je de la cadena ligera de
suelta de 1CRS.

1l1) La cadena ligera
de el residuo de cuadro es

3D6 basado en 1la estructufh re-

L4

de la reivindicacién 6 u 8, don-
identificado mediante el modela-

je de la cadena ligera de 3D6 basado en la estructura re-

suelta de 1NLD.

de la reivindicacién 7 o 9, don-
identificado mediante el modela-
3D6 basado en la estructura re-

12) La cadena pesada
de el residuo de cuadro es
je de la cadena pesada de
suelta de 10PG.

13} Una cadena ligera de inmunoglobulina humanizada
comprendiendo regiones de determinacién de complementarie-
dadde regidén variable (CDRs) a partir de la secuencia de
regién variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina
306 como se presenta en SEQ ID NO:2, y comprendiendo regio-
nes de -cuadro variable de una secuencia de cadena ligera de
inmunoglobulina del receptor humano, siempre v cuando que
al menos un res@dup de cuadro seleccionado del grupo que
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consta de L1, L2, L36 y L46 (convencién numérica de Kabat)
sea sustituido con el correspondiente residuo amino &cido
de la secuencia de regién variable de la cadena ligera “de

la 3D6 de ratén.

14) Una ¢tadena pesada de inmunoglobulina humanizada

comprendiendo regiones de determinacién de complementarie--

dad de regidén variable (CDRs} a partir de la secuencia de
regién variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina
3D6 como se presenta en SEQ ID NO:4, y comprendiendo regio-
nes de cuadro variable de una secuencia de cadena pesada de
inmunoglobulina del receptor humano, siempre y cuando -que
al menos un residuo de cuadro seleccionado del grupo que
. consta de H49, H93 y H94 (convencidén numérica de Kabat]) sea
sustituido con el correspondiente residuo amino &cido de la
secuencia de fegidén variable. de la cadena pesada de la 3D6

de ratén.

fﬁ) La cadena ligera de cualquiera de las reivindica-
cione§ 1, 3, 4, 6, 8, 10; 11 y 13, donde la cadena ligera
del receptor humano es del subtipo kappa II (convencibén de
Kabat) . _ .

x
. 16) La cadena pesada de cualquiera de las reivindica-
ciones 2, 5, 7, 9 y 14, donde la cadena pesada del receptor
humano es del subtipo kappa III (convencién de Kabat).

17) La cadena ligera de la reivindicacién 15, donde
la cadena ligera del receptor humano es seleccionada del
grupo que consta de Kabat ID 019230, Kabat ID 05131, Kabat

ID ‘005058, Kabat ID 005057, Kabat ID U21040 y Kabat ID:

U41645.

18) La cadena ligera de la reivindicacién 15, donde
la cadena ligera del receptor humanc es Kabat ID 015230.

19) La cadena pesada de la reivindicacién 16, donde
la cadena pesada del receptor humano es seleccionada del
grupo que consta de Kabat ID 045919, Kabat ID 000459, Kabat
ID,000553, Kabat ID 000386 y Kabat ID M23631.

20) La pesada de la reivindicacidén 16, donde la cade-
na pesada del receptor humano es Kabat ID 0459189.
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21} La cadena ligera de cualquiera de las reivindica-
ciones 1, 3, 4, 6, 8, 10, 11, 13, 15, 17 y 18, donde al fe-
nos un residuo de cuadro humano raro es sustituido con un
residuo amino Acido que es comiin para las secuencias de ca-
" dena ligera variable en dicha posicién.

22) La cadena ligera de cualquiera de las reivindica-
ciones 1, 3, 4, 6, B8, 10, 11, 13, 15, 17 y 18, donde al me-
nos un residuo de cuadro humano raro es sustituido con un
residuo amino acido de una secuencia de cadena ligera va-

riable de linea de germinacién.

i 23) La cadena ligera de la reivindicacién 22, donde
la secuencia de cadena variable linea de germinaciédn se se-
lecciona del grupo que consta de Al, Al7, Al8, A2 y .Al9.

24) La cadena pesada de cualdquiera de las reivindica-
ciones 2, 5, 7, 9, 12, 14, 16, 19 y 20, donde al menos un
residgo de cuadro humano raro es sustituido con un residuo
amino acido que es comin para las secuencias de cadena pe-

sada variable en dicha posicién.
r

25) La cadena pesada de cualquiera de las reivindica-
-ciones 2, 5, 7, 9, 12, 14, 16, 19 y 20, donde al menos un
residuo de cuadro humano raro es sustituido con un residuo
amino éc1do de una secuencia de cadena pesada variable de

linea de germinacién.-

26) La cadena pesada de_ la re1v1nd1cac16n 25, donde
la secuencia de cadena varlable linea de germinacién se-se-
lecciona del grupo que consta de VH3-48, VH3-23, VH3-7,
VH3-21 y VH3-11.

27) La cadena pesada de la reivindicacién 25, donde
la secuencia de cadena variable linea de germinacidn es
- VH3-23.

28) La cadena ligera de cualquiera de las reivindica-
cignes 21-23, donde el residuo de cuadro humano raro es se-
leccionado basdndose en la ocurrencia en esa posicién en
menos del 10% de las secuencias de regidn variable de cade-
- na ligera humana en el subgrupo de regién variable de cade-
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na ligera, -y el residuo comin es seleccionado basandose en
- la ocurrencia en esa posicidon en mas de 50% de las secuen-
cias en el subgrupo de regién variable de cadena ligera.

29) La cadena pesada de cualquiera de las reivindica-
ciones 24-26, dondé el.residuo de cuadro humano raro es se-
leccionado basandose en la ocurrencia en esa posicion en
menos del 10% de las secuencias de regidn variable de cade-
na pesada humana en el subgrupo de regién variable de cade-
na pesada, y el residuo comin es seleccionado basiandose en
la ocurrencia en esa posiciéon en mids de 50% de las secuen-
cias en el subgrupo de regidtn variable de cadena pesada.

30) Una cadena ligera comprenaiendo lgs'regiones de
determinacidén de complementariedad {(CDRs) y los residuos de
cuadro de regién variable Ll, L2, L36 y L46 (convencién nu-
mérica de Kabat) de la cadena ligera del anticuerpo mono-
clonal 3D6, donde el remanente de la cadena ligera es de

»
una inmunoglobulina humana.
. .

_ 51) Una cadena pesada comprendiendo las regiones de
determinacién de complementariedad (CDRs) y los residgos de
cuadro de regidén variable H49, H93 y H94 {(convencidn ,numé-
rica de Kabat) de la cadena pesada del anticuerpo monoclo-
nal 3D6, dondée el remanente de la cadena pesada es de una

inmunoglobulina humana.

32) Una inmunoglobulina humanizada comprendiendo la
cadena ligera de cualquiera de las reivindicaciones 1, 3,
4, 6, 8, 10, 11, 13, 15, 17 y 18, y la cadena pesada de
cualquiera de las reivindicaciones 2, 5, 7, 9, 12, 14, 16,
"19 y 20, o fragmento antigeno de dicha 'inmunoglobulina.

33) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 32, el cual especificamente se
une al péptido amiloideo beta (AR) con una afinidad de
unién de al menos 10°7 M. :

34) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 32, el cual especificamente se
une al péptido amiloideo beta (AB)- con una afinidad de

unién de al menos 10°% M.
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35) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 32, el cual especificamente se
une al péptido amiloideo beta (AB) con una afinidad e
unién de al menos 10°° M.

36) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 32, donde el isotipo de la ca-

dena pesada es 7yl.

37) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 32, la cual se une tanto al
péptido amiloideo beta (AB) soluble como al AP agregado.

38} La inmunoglobulina de la reivindicacién 37, donde
el péptido amiloideo beta (AB) soluble es AR desagregado.

39) La inmunoglobulina o el fragménto de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 32, la cual media la ‘fagocito-
sis del péptido amiloideo beta (Af)-

’
40) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
‘tigeno de la reivindicacién 32, la cual atraviesa la barre-
ra sangre-cerebro en un paciente. :

41} La inmunoglobulina o el fragmento de unién 51 an-
tigeno de la reivindicacién 32, la cual reduce tanto 1la
carga del péptido-amiloideo beta {Af) y la distrofia neuri-
tica en un paciente.

42) Una- inmunoglobulina humanizada comprendiendo una
cadena pesada humanizada y .una cadena ligera humanizada,

" .donde

a) la cadena ligera humanizada comprende .tres regio-
nes de .determinacién de complementariedad (CDR1,
CDR2 y CDR3) teniendo secuencias amino &cido de
las correspondientes regiones de determinacién de
conplementariedad del dominio variable de cadena
ligera de la inmunoglobulina de ratén 3D6 denomi-
nada SEQ ID NO:2, y un cuadro de regién variable

’ » » L ] L]
de una secuencia de cuadro de regién variable de -

cadena ligera humana bajo la condicién de que al
menos una posicién seleccionada de un primer grupo
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que consta de L1, L2, L3686 y L46 (convericién numé-
rica de Kabat) sea ocupada por el mismo residuo de
amino &cido presente en la posicidén equivalerte
del cuadro de regién variable de cadena ligera de

la inmunoglobulina de ratén 3D6; y
b) la cadena pesada humanizada comprende tres regio-
nes de determinacién de complementariedad (CDRI,
CDR2 y CDR3) teniendo secuencias amino acido de
las correspondientes regiones de determinacidén de
complementariedad del dominio_ variable de cadena
pesada de la inmunoglobulina de ratén 3D6 denomi-~
nada SEQ ID NO:4, y un cuadro de regién variable
de’ una secuencia de cuadro de regién variable de
cadena pesada .humana bajo la condicién de que al
menos una posicién seleccionada de un segundo gru-
po que consta de H49, H93 y H94 {(convencidén numé-
rica de Kabat) sea ocupada por el mismo residuo de
amino Aacido presente en la posicién equivalente
® del cuadro de regiébn variable de cadena pesada de

i la inmunoglobulina de ratén 3D6

donde la inmunoglobulina humanizada se une especifica-
. mente al péptido amiloideo beta (AB) con una aflnldad de
unién de al menos 10~ M, donde la inmunoglobulina 3D6 tie-
‘ne la cadena ligera con un dominio variable denominado SEQ
ID NO:2 y la cadena pesada con un dominio variable denomi-

nado SEQ ID NO:4.

43) La inmunoglobulina de la reivindicacién 42, donde
el cuadro de regién variable de cadena llgera humana es de
_una regidn variable de cadena llgera kappa

44) 1La inmunoglobulina de la reivindicacién 42, donde
el cuadro de regién variable de cadena pesada humana es de
una regién variable de cadena pesada IgGl.

45) La inmunoglobulina de la reivindicacidén 42, donde
el cuadro de regién variable de cadena ligera humanizada es
de una cadena ligera seleccionada del grupo que consta de
KaPat ID 019230, Kabat ID 05131, Kabat ID 005058, Kabat ID
005057, Kabat ID U21040 y Kabat ID U41645..
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46) La inmunoglobulina de la reivindicacién 42, donde
el cuadro de regidén variable de cadena pesada humanizada es
de una cadena pesada selecciondda del grupo que consta “de
Kabat ID 045919, Kabat ID 000459, Kabat ID 000553, Kabat ID

-000386 y Kabat ID M23691.

47) La inmunoglobulina de la reivindicacién 42, donde
el cuadro de regién variable de cadena ligera humanizada es
. idéntica a la secuencia de cuadro de regidén variable de ca-
dena ligera Kabat ID 019230 excepto por al menos cuatro po-
siciones del primer grupo, y el cuadro de regién variable
‘de cadena pesada humanizada es idéntica a la secuencia de
cuadro de regién variable de cadena pesada Kabat ID 045919
excepto por al menos tres posiciones del segundo grupo.

48) La'inmunoqlobulina de la reivindicacién 42, donde
la cadena ligera humanizada comprende regiones de determi-
nacién de complementariedad que son idénticas a las regio-
nes de determinacién de complementariedad correspondientes
de lafcadena ligera de ra#én 3D6, y la cadena: pesada huma-
nizada comprende regiones de determinacién de complementa-
‘riedad que son idénticas a las regiones de determinacién de
complementariedad correspondientes de la cadena pesafa de

ratédn 3D6.

49) Un anticuerpo humanizado comprendiendo regiones
de déterminacién de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3)
de la secuencia de cadena ligera variable 3D6 ‘presentada

" como SEQ ID NO:2.

. 50) Un  anticuerpo humanizado comprendiendo regiones
de determinacién de complementariedad (CDR1l, CDR2 y CDR3)
de la secuencia de cadena pesada variable 3D6 presentada

como SEQ ID NO:4.

51) Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo, el cual especificamente seé une al péptido ami-
loideo beta {(AB), comprendiendo una regién variable que
comprende regiones de determinacién de complementariedad
(CPRs) que corresponden a las CDRs del anticuerpo de ratén

3D6.
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52) Un anticuerpo que.se une al péptido amiloideo be-

ta (AB), comprendiendo:

a) un dominio variable de cadena ligera comprendierdo
residuos amino Acidos (CDRs) de regién de determi-
nacién ‘de complementariedad de murina 3D6 y resi-
duos amino Acidos de regiétn de cuadro (FR) de do-
minio variable humano VL subgrupo II; y

b) un dominio variable de cadena pesada comprendiendo

residuos amino acidos (CDRs) de regién de determi-
nacién de complementariedad de murina 3D6 y resi-
duos amino &4cidos de regidén ‘de cuadro (FR) de do-
minio variable humano VH subgrupo III.

' 53) Una inmunoglobulina quimérica comprendiendo re-
‘giones de determinacién de complementariedad (CDRs) de re-
gién variable de las secuencias de regién variable de inmu-
noglobulina 3D6 presentadas como SEQ ID.NO:2 o SEQ ID NO:4,
y comprendiendo regiones de cuadro variable de inmunoglobu-

lina de un receptor humano.

54) Una inmunoglobulina; o un fragmento de unién al
antigeno de la misma, comprendiendo una regién de qadena
pesada variable como se presenta en SEQ ID NO:8 y una re-
gién de cadena ligera variable como se presenta en SEQ ID

NO:5.

55) Una inmunoglobulina, o un fragmento de unién al
antigeno de la misma, comprendiendo una regién de cadena
- pesada variable como se presenta en SEQ ID NO:12 y una re-

gién de cadena ligera variable como se presenta -en SEQ ID

" NO:11.

56) Una inmunoglobulina comprendiendo una reéién de
cadena pesada variable presentadas como SEQ ID NO:8; v una
regién de cadena ligera variable como se presenta en SEQ ID

NO:5, y regiones constantes de IgGLl.

57) Una inmunoglobulina comprendiendo una regién de
cadena pesada variable presentadas como SEQ ID NO:12; vy una
regién de cadena ligera variable como se presentaz en SEQ ID
‘NO:11, y regiones constantes de IgGl.
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58) Un método para prevenir o tratar una enfermedad
amiloideogénica en un paciente, comprendiendo la adminis-
tracién al paciente de una dosificacién efectiva de la ¥In-
munoglobulina humanizada de cualquiera de las reivindica-

ciones 32-52.

59) Un método para prevenir o tratar la enfermedad de
Alzheimer en un paciente, comprendiendo la administracién
al paciente de una dosificacién efectiva de la inmunoglobu-
lina humanizada de cualquiera de las reivindicaciones 32-

52.

60) E1 ﬁétodo de la reivindicacién 59, donQe la dosi-
ficacidén efectiva de la inmunoglobina humanizada es 1 mg/kgqg
‘de peso corporal. (Nina confirmarid las dosificaciones)

61) El método de la reivindicacién 59, donde la dosi-
ficacion efectiva de la inmunoglobina humanizada es 10
mg/kg ‘de peso corporal.

62) Una composicién farmacéutica comprendiendo la in-
munoglobulina de cualquiera de reivindicaciones 32-52 y un
.portador farmacéutico. !

63) Un polipéptido aislado comprendiendo un fra&mento
de SEQ ID NO:2 seleccionado del grupo que consta de amino
dcidos 24-39 de SEQ ID NO:2; amino &cidos 55-61 de SEQ ID
NO:2; y amino Acidos 94-102 de SEQ ID NO:2.

64) Un polipéptido aislado comprendiendo amino &cidos
24-39 de SEQ ID NO:2; amino adcidos 55-61 de SEQ ID NO:2; y

"amino &cidos 94-102 de SEQ ID NO:2.

65} Un polipéptido aislado comprendiendo un fragmento
de SEQ ID NO:4 seleccionado del grupo que consta de amino
Acidos 31-35 de SEQ ID NO:4; amino &cidos 50-66 de SEQ ID
NO:4; y amino acidos 99-107 de SEQ ID NO:4.

66) Un polipéptido aislado comprendiendo amino &cidos
-31-35 de SEQ ID NO:4; amino &cidos 50-66 de SEQ ID NO:4; y
amino acidos 99-107 de SEQ ID NO:4. '



67) Un polipéptido aislado comprendiendo secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO:2.

68) Un polipéptido aislado comprendiendo secuencia de
amino Acidos de SEQ ID NO:4.

69} Una variante de un polipéptido comprendiendo se-
cuencia de amino &cidos de SEQ ID NO:2; dicha variante com-—
prendiendo al menos una sustitucion de amino &cido conser-
vativa, donde la variante retiene la habilidad de dirigir
unién especifica hacia el péptido amiloideo beta (AB) con

una afinidad de unién de al menos 1077 M.

70) Una variante de un polipéptido comprendiendo se-
cuencia de amino dcidos de SEQ ID NO:4; dicha variante com-
prendiendo al menos una sustitucién de amino Acido conser-
vativa, donde la variante retiene la habilidad de dirigir
unién especifica hacia el péptido amiloideo beta (AB) con
una afinidad de unién de al menos 1077 M.

71) Un polipéptido aislado comprendiendo residuos 1-
112 de la secuencia de amino &acido de SEQ ID NO:2 o com-
prendiendo residuos 1-119 de la secuencia de amino &cigo de

SEQ ID NO:4.

72) Una molécula de &cido nucleico aislada codifican-
do la cadena ligera de cualquiera de las reivindicaciones
1, 3, 4, 6, B, 10, 11, 13, 15, 17 y 18.

73) Una molécula de &cido nucleico aislada codifican-
do la cadena pesada de cualquiera de las reivindicaciones
2, 5, 7, 9, 12, 14, 16, 19 y 20.

74) Una molécula de acido nucleico aislada codifican-
do el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 64-
71. -

. 75) Una molécula de &cido nucleico aislada codifican-
do la inmunoglobulina de cualquiera de las reivindicaciones
32-57.

'.

76} Una-molécula de &cido nucleico aislada compren-
diendo la secuencia nucletoide de SEQ ID NO:1 o 3.



77) Un vector comprendiendo la molécula de &cido nu-
cleico cualquiera de las reivindicaciones 72-76. &

78) Una célula portadora comprendiendo la molécula de
dcido nucleico cualquiera de las reivindicaciones 72-76.

79) Un método para producir un anticuerpo, o fragmen-
to del mismo, que comprende cultivar la célula portadora de
la reivindicacién 45 bajo condiciones tales que el anti-
cuerpo o fragmento es producido y aislar dicho anticuerpo
de la célula portadora o del cultivo.

80) Un método para producir un anticuerpo, o fragmen-
to del mismo, comprendiendo un fragmento de SEQ ID NO:2 se-
leccionado del grupo que consta de amino &cidos 24-39 de
SEQ ID NO:2; amino 4cidos 55-61 de SEQ ID NO:2; y amino
acidos 94~102 de SEQ ID NO:2, dicho método comprendiendo
.cultivar una célula portadora comprendiendo una molécula de
écido:nucleicb que codifica dicho anticuerpeo, ¢ fragmento
del mismo, bajo condiciones tales que el anticuerpo o frag-
mento es producido y aislar dicho anticuerpo de la cﬁlula

portadora o del cultivo. .

81) Un método para producir un anticuerpo, o frégmen-
to del mismo, comprendiendo un fragmento de SEQ ID NO:4 se-
leccionado del grupo que consta de amino &cidos 31-35 de
SEQ ID NO:4; amino 4cidos 50-66 de SEQ ID NO:4; y amino
4cidos 99-107 de SEQ ID NO:4, dicho método comprendiendo
cultivar una célula portadora comprendiendo una molécula de
dcido nucleico que codifica dicho anticuerpo, o fragmento
del mismo, bajo condiciones tales que el anticuerpo o frag-
mento es producido y aislar dicho anticuerpo de la célula

portadora o del cultivo.

82) Un método para identificar residuos susceptibles
- de sustitucién en una regién de cuadro variable de inmuno-
globulina humanizada 3D6 basado en una estructura de inmu-
noglobulina resuelta y el analisis de dicho modelo para
buscar residuos capaces de afectar la conformacién o fun-
cidén de la regién variable de inmunoglobulina humanizada
3D6, de modo tal que dichos residuos susceptibles de susti-

tucién son identificados.
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83) El-uso de una secuencia de regiébn variable pre-
sentada como SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4, o una porcién de ‘ia
misma,, en la produccién de una imagen tridimensional de la
inmunoglobulina 3d6é, cadena de inmunoglobulina 3d6, o el

dominio de la misma.

84) Una cadena ligera de inmunoglobulina humanizada
comprendiendo regiones de determinacién de complementarie-
dad "de regién variable (CDRs) a partir-de la secuencia de
regién variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina
10D5S como se presenta en SEQ ID NO:14, y comprendiendo re-
giones de cuadro variable de una secuencia de cadena ligera
‘de inmunoglobulina del receptor humano, siempre y cuando
que al menos un residuo de cuadro sea sustituido con el co-
rrespondiente residuo amino dcido de la secuencia de regién
variable de la cadena ligera de la 10D5.de ratén, donde el
residqp de cuadro se selecciona del grupo que consta de:

é) un residuo que de manera no covalente se une al

antigeno directamente;
b} un residuo adyacente a una CDR;
c) Un residuo que interactua con la:-CDR; y :
d) Un residuo que participa en la interfase VL~VH.

. 85) Una cadena pesada de inmunoglobulina humanizada
comprendiendo regiones de determinacién de complementarie-
dadde regién wvariable (CDRs) a partir de la secuencia de
regién variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina
10D5 como se presenta en SEQ ID NO:16, y comprendiendo re-
giones ‘de cuadro variable -de una secuencia de cadena pesada
de -inmunoglobulina del receptor humano, siempre y cuando
que al menos un residuo de cuadro sea sustituido con el co-
rrespondiente residuo amino acido de la secuencia de regién
variable de la cadena pesada de la 10D5 de ratén, donde el
residuo de cuadro se selecciona del grupo que consta de:

a) Un residuo que de manera no covalente se une al
antigeno directamente;

b) Un residuo adyacente a una CDR;

c) Un residuo que interactda con la CDR; y

d) Un residuo gque parficipa en la interfase VL-VH.



86) La cadena ligera de la reivindicacién B84, donde
un residuo que interactiia con la CDR es identificado me-~
diante el modelaje de la cadena ligera de 10D5 basado en qa
estructura resuelta de una cadena ligera de inmunoglobulina
de murina que comparte al menos 70% de identidad de secuen-

cia con la cadena ligera 10DS.

87) La cadena ligera de la reivindicacién 84, donde
un residuo que interactia con la CDR es identificado me-
diante el modelaje de la cadena ligera de 10D5 basado en la
estructura resuelta de unad cadena ligera de inmunoglobulina

de murina que comparte al menos 80% de identidad de secuen-

cia con la cadena ligera 10D5.

868) La cadena ligera de la reivindicacién 84, donde
un residuo que interactia con la CDR es identificado me-
diante el modelaje de la cadena ligera de 10D5 .basado en la
estructura resuelta de una cadena ligera de 1nmunoglobu11na
de murina gue comparte al menos 90% de identidad de secuen—

cia cbn la cadena ligera 10DS5.

89) La cadena pesada de la reivindicacién 85, donde
un. residuoc que interactia con la CDR es identificado me-
diante el modelaje de la cadena pesada de 10D5 basado_en la
estructura resuelta de una cadena pesada de inmunoglobulina
de murina que comparte al menos 70% de identidad de secuen-
cia con la cadena pesada 10DS.

90) La cadena pesada de la reivindicacién 85, donde
un residuo que interactia con la CDR es identificado me-
diante el modelaje de la cadena pesada de 10D5 basado en la
estructura resuelta de una cadena pesada de inmunoglobulina
‘de murina que comparte al menos 80% de identidad de secuen-

cia con la cadena pesadaIIODS.

91} La cadena pesada de la reivindicacién B85, donde
un residuo gque interactia con la CDR es identificado me-
diante el modelaje de la cadena pesada de 10D5 basado en la
estructura resuelta de una cadena pesada de inmunoglobulina
de, murina gue comparte al menos 90% de identidad de secuen-

cia con la cadena pesada 10D5.

138



92) Una cadena ligera de inmunoglobulina humanizada
comprendiendo regiones de determinacion de complementarie-
dad de regién variable (CDRs) a partir de la secuencia de
region variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina
10D5 como se presenta en SEQ ID NO:14, y comprendiendo re-
giones de cuadro variable de una secuencia de cadena ligera
de inmunoglobulina del receptor humano, siempre y cuando
que al menos un residuo de cuadro sea sustituido con el co-
rrespondiente residuo amino Acido de la secuencia de regiodn
variable de la cadena ligera de la 10D5 de ratén, donde el
residuo de cuadro es un residuo capaz de afectar la confor-
macidén o funcién de la regién variable de cadena ligera co-
mo lo identifica el analisis de un modelo tridimensional de

la regidén variable.

93) Una cadena besada de inmunoglobulina humanizada
comprendiendo regiones de determinacién' de complementarie-
dad de regién variable (CDRs) a partir de la secuencia de
regibﬁ variable de la cadena .pesada de -la inmunoglobulina
10D5 ?omo se presenta en SEQ ID NO:16, y comprendiendo re-
giones de cuadro variable de una secuencia de cadena pesada
de inmunoglobulina del receptor humano, siempre y cuando
que al menos un residuo de cuadro sea sustituido con €l co-
rrespondiente residuo amino &cido de la secuencia de regién
variable de la cadena pesada de la 10D5 de ratén, donde el
residuo de cuadro es un residuo capaz de afectar la confor-
macién o funcién de la regién variable de cadena pesada co-
mo lo identifica el analisis de un modelo tridimensional de

la region variable.

_ 94) La cadena ligera de la reivindicacién 92, donde

el residuo de cuadro se selecciona del grupo que consta de
un residuo capaz de interattuar con un antigeno, un residuo
préximo al sitio de unién del antigeno, un residuo capaz de
interactuar con una CDR, un residuo canénico, un residuo
dentro del area de 6 A de un residuo CDR, un residuo de zo-
na vernier, un residuo de empadque intercadenas, un residuo
raro, y un residuo de sitio glicosilacidén sobre la superfi-

cie del modelo estructural.

95) La cadena pesada de la reivindicacién 93, donde
el residuo de cuadro se selecciona del grupo que consta de
un residuo capaz de interactuar con un antigeno, un residuo
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proximo al sitio de unién del antigeno, un residuo capaz de
interactuar con una CDR, un residuo dentro del .irea de 6 A
de un residuo CDR, un residuo candnico, un residuo de zoha
vernier, un residuo de empaque intercadenas, un residuo
inusual, y un residuo de sitio glicosilacién sobre la su-

perficie del modelo estructural.

96) La cadena ligera de la reivindicacidén 92 o 94,
donde un residuo que interactia con la CDR es identificado
mediante el modelaje de la cadena ligera de i0D5 basado en
la estructura resuelta de una cadena ligera de inmunoglobu-~
lina de murina que comparte al menos 70% de identidad de
secuencia con la cadena ligera 10DS.

97) La cadena ligera de la reivindicacién 92 o 94,
donde un residuo que interactiia con la CDR es identificado
mediante el modelaje de la cadena ligera de 10D5 basado en
la estructura resuelta de una cadena ligera de inmunoglobu-
lina de murina gque comparte al menos B0% de identidad de

secue?cia con la cadena ligera 10D5.

98) 'La cadena ligera de la reivindicacién 92 o 94,
donde un residuo que interactia con la CDR es identifﬁcado
mediante el modelaje de la cadena ligera de 10D5 basado en
la estructura resuelta de una cadena ligera de inmuno&lobu-
lina de murina que comparte al menos 90% de identidad de

secuencia con la cadena ligera 10DS5.

99) La cadena pesada de la reivindicacién 93 o 95,
donde un residuo que interactia con la CDR es identificado -
mediante el modelaje de la cadena pesada de 10D5 basado en
la estructura resuelta de una cadena pesada de inmunoglebu-
lina de murina que comparte al menos 708 de identidad de

secuencia con la cadena pesada 10DS.

100) La cadena pesada -de la reivindicecién 93 o 895,
donde un residuo que interactua con la CDR es identificado
mediante el modelaje de la cadena pesada de 10DS basado en
la estructura resuelta de una cadena pesada de inmunoglobu-
lina de murina que comparte al menos B80% de identidad de

" secuencia con la cadena pesada 10DS.
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101) La cadena pesada de la reivindicacién 93 o 95,
donde un residuo que interactuia con la CDR es identificado
mediante el modelaje de la cadena pesada de 10D5 basado ‘&n
la estructura resuelta de una cadena pesada de inmunoglobu-
lina de murina que comparte al menos 90% de identidad de

secuencia con la cadena pesada 10DS5.

102) La cadena ligera de cualquiera de las reivindica-
ciones 84, B86-88,92,94 y 96-98, donde al menos un residuo
de cuadro humano raro es sustituido con un residuo amino
dcido que es comin para las secuencias de cadena ligera va-

riable en dicha posicién.

_ 103) La cadena ligera de cualquiera de las reivindica-
ciones 84, 86-88,92,94 y 96-98, donde al menos un residuo
de cuadro humano raro es sustituido con un residuo amino
acido de una secuencia de cadena ligera variable de linea

de germinacién.

}04) La cadena ligera de la reivindicacién 103, donde
la secuencia de cadena ligera variable de linea de germina-
cién es aquella de una inmunoglobulina que comparte al me-
nos 70% de identidad con la secuencia de cadena ligeﬁh_va-

riable de identidad de secuencia. .

105) La cadena ligera de la reivindicacién 103, donde
la secuencia de cadena ligera variable de linea de germina-
cién es aquella de una inmunoglobulina que comparte al me-
nos 80% de identidad con la secuencia de cadena ligera va-
riable de identidad de secuencia.

_ 106) La cadena ligera de la reivindicacién 103, donde
la secuencia de cadena ligera variable de linea de germina-
cién es aquella de una inmunoglobulina que comparte al me-
nos 90% de identidad con la secuencia de cadena ligera va-
riable de identidad de secuencia.

107) La cadena pesada de cualquiera de las reivindica-
ciones 85, 89-91,93 y 99-101, donde al menos un residuo de

cugdro humano raro es sustituido con un residuo amino acido
que es comin para las” secuencias de cadena pesada variable

en dicha posicién.
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108) La cadena pesada de cunalquiera de las reivindica-
ciones 85, 89-91,93 y 99-101, donde al menos un residuo de
cuadro humano raro es sustituido con un residuo amino acilo
de una secuencia de cadena pesada variable de linea de ger-

minacién.

109) La cadena pesada de la reivindicacién 108, donde
la secuencia de cadena pesada variable de linea de germina-
cién es aquella de una inmunoglobulina que comparte al me-
nos 70% de identidad con la secuencia de cadena pesada va-
riable de identidad de secuencia.

110} La cadena. pesada de la reivindicacién 108, donde
.la secuencia de cadena pesada variable de linea de germina-
cién es aquella de una. inmunoglobulina que comparte al me-
‘'nos B0% de identidad con la secuencia de cadena pesada va-

riable de identidad de secuencia.

i11) La cadena pesada de la .reivindicacién 108, donde
la setuencia de cadena pesada variable de linea de .germina-
cidén es aquella de una inmunoglobulina que comparte al me-
. nos 90% de -identidad con la secuencia de cadena pesada va-
riable de identidad de secuencia. .

. 112) La cadena ligera de cualquiera de las reivindica-

ciones 102-106, donde el residuo de cuadro humano raro es
seleccionado basdndose en la ocurrencia en esa posicién en
menos del 10% de las secuencias de regién variable de cade-
na ligera humana en el subgrupo de regidn variable de cade-
na ligera, vy el residuo comin es seleccionado basandose en
la ocurrencia en esa posicién en mids de 50% de las secuen-
cias en el subgrupo de regién variable de cadena ligera.

113) La cadena pesada de cualquiera de las reivindica-
ciones 107-111, donde el residuoc de cuadro humano raro es
seleccionado basdndose en la ocurrencia en esa posicién™ en
menos del 10% de las secuencias de regidon variable de cade-
na pesada humana en el subgrupo de regidn variable de cade-
na pesada, y el residuo comin es seéleccionado basAndose en
lgrocurrencia en esa posicidén en mas de 50% de las secuen-
cias en el subgrupo de regién variable de cadena pesada.
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114) Una inmunoglobulina humanizada'comprendiendo la
cadena ligera de cualquiera de las reivindicaciones B84, 86-
88, 92, 94 y 96-98, y la cadena pesada de cualgquiera de Jlas

reivindicaciones 85, 89-91 y 93 y 99-101, o fragmento de
unién antigeno de dicha inmunoglobulina.

115) La inmunogloﬁulina ¢ el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 114, el cual especificamente se
une al péptido amiloideo beta (AB) con una afinidad de

unién de al menos 10°° M.

116) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 114, el cual especificamente se
une al péptido amiloideo beta (AB) con una afinidad de
unién de al menos 107° M.

117) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 114, el cual especificamente se
une al péptido amiloideo beta (AB) con una afinidad de
unién de al menos 10°° M.

118) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 114, donde el iscotipo de !p ca-
dena pesada es yl.

119) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 114, la cual se une tanto =al
péptido amiloideo beta (Ap) agregado.

120) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 114, la cual media la fagocito-

sis del péptido amiloideo beta (AB}.

121} La inmunoglobulina o el fragmento de unidén al an-
tigeno de la reivindicacién 114, la cual atraviesa la ba-

rrera sangre-cerebro en un paciente.

}22) La inmunoglobulina o el fragmento de unién al an-
tigeno de la reivindicacién 114, la cual reduce la carga
del péptido amiloideo beta {(AB) en un paciente.

o
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cadena pesada humanizada y una cadena ligera humanizada,
donde

123) Una inmunoglobulina humanizada comprendiendo una

aj

la cadena ligera humanizada comprende tres regio-
nes de determinacién de complementariedad (CDR1,
CDR2 y CDR3) teniendo secuencias amino acido de
las correspondientes regiones de determinacién de
complementariedad del dominio variable de cadena
ligera de la inmunoglobulina de raté4m 10D5 denomi-
nada SEQ ID NO:14, y un cuadro de regién variable
de una secuencia de cuadro de regidén variable de
cadena ligera humana bajo la condicién de que al
menos una posicién seleccionada del grupo que
consta de un residuo canbénico, un residuc vernier,
un residuo de empaque y un residuo raro sea ocupa-
da por el mismo residuo de amino acido presente en
la posicién  equivalente del cuadro de regién va-
riable de cadena ligera de la inmunoglobulina de
ratén 10D5; y )

la cadena pesada humanizada comprende tres regio-
nes de determinacién de complementariedad (CDR1,
CDR2 y CDR3) teniendo secuencias amino &cifio de
las correspondientes regiones dé determinacién de
complementariedad del dominio variable de cadena
pesada de la inmunoglcbulina de ratén 10D5 denomi-
nada SEQ ID NO:14, y un cuadro de regidn variable
de una secuencia de cuadro de regién variable de

cadena pesada humana bajo la condicién de que al:

menos una posicidén seleccionada del grupo que
consta de un residbo-canénico, un residuo vernier,
un residuo de empaque y unh residuo raro sea ocupa-
da por el mismo residuo de amino acido presente en
la posicién equivalente del cuadro de regién va-
riable de cadena pesada de la inmunoglobulina de

raton 10D5;

.donde la inmunoglobulina humanizada se une especifica-

mente al péptide amiloidec beta (AB) con una afinidad de
unién de al menos 107 M, donde la inmunoglobulina 10DS5
tiene la cadena ligera con un dominio variable denominado
SEQ ID NO:14 y la cadena pesada con un dominio variable de-

nominado SEQ ID NO:16.

. ———— — — e . mE ==
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124) La inmunoglobulina de la reivindicacién 123, don-
de el cuadro de regidén variable de cadena ligera humana s
de una regién variable ‘de cadena ligera Kkappa.

125) La inmunoglobulina de la reivindicacién 123, don-
de el cuadro de regién variable de cadena pesada humana es
de una regién variable de cadena pesada IgGl.

126) La inmunoglobulina de la reivindicacién 123, don-
de el cuadro de regién variable de cadena ligera humana es
‘ de una cadena ligera de inmuoglobulina humana que posee al
menos un 70% de identidad de secuencia- con la secuencia de
cadena ligera de la inmunoglobulina 10DS.

127) La inmunoglobulina de la reivindicacién 42, donde
el cuadro de regién variable de cadena pesada humana es de
una cadena pesada de inmuoglobulina humana que posee al me-
nos un 70% de identidad de secuencia con la secuenc;a de
cadena pesada de la inmunoglobulina 10D5.

128) La inmunoglobulina de la reivindicacién 123, don-
de la cadena ligera-humanizada comprende regiones de deter-
minacién de complementariedad que son idénticas a las re-
giones de determinacién de complementariedad correspohdien-
tes de la cadena ligera de ratén 10D5, y la cadena pesada
humanizada comprende regiones de determinacién de comple-
mentariedad que son idénticas a las regiones de determina-
cién de complementariedad- correspondlentes de la cadena pe-

sada de ratdédn 10D5.

129) Un anticuerpo humanizado comprendiendo regiones
. de determinacién de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3)
de la secuencia de cadena ligera variable 10D5 presentada

como SEQ ID NO:14.

130) Un anticuerpo humanizado comprendiendo regiones
de determinaciéon de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3)
de la secuencia de cadena pesada variable 10D5 presentada

cqgo SEQ ID NO:16.

131) Un anticuerpo humanizado o fragmento de unién al
antigeno del mismo, el cual especificamente se une al pép-
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tido amiloideo beta (Rf), comprendiendo una regién variable
que comprende regiones de determinacién de complementarie-
dad (CDRs) que corresponden a las CDRs del anticuerpo %te

ratén 10DS.

132) Una inmunoglpbulina quimérica comprendiendo re-
giones de secuencia variable sustancialmente como se pre-
senta en SEQ ID NO:14 o SEQ ID NO:16, y comprendiendo se-
cuencias de regidn constante de una inmunoglobulina humana.

133} Un método para prevenir o tratar una enfermedad

_amiloideogénica'en un paciente, comprendiendo la adminis~

traciébn al paciente de una dosificacién efectiva de la in-~

. munoglobulina humanizada de cualquiera de las reivindica-
ciones 114-131.

134) Un método para prevenir o tratar la enfermedad de
Alzheimer en un paciente, comprendiendo la administracioén
al pacdiente de una dosificacién efectiva de la inmunoglobu-
lina humanizada de cualquiera de las reivindicaciones 114-

131.

135) E1 método de la reivindicacién 134, donde 1a do-~
sificacitn eféctiva de la inmunoglobina humanizada es 1
mg/kg de peso corporal.

136) El método de la reivindicacién 134, donde la do-
sificacion efectiva de la inmunoglobina humanizada es 10

mg/kg de peso corporal.

137) Una composicidn farmacéutica comprendiendo la in-
munoglobulina de cualquiera de reivindicaciones 114-131 y
un portador farmacéutico.

138) Un ﬁolipéptido aislado comprendiendo un fragmento
de SEQ ID NO:2 seleccionado del grupo que consta de amino
4cidos 24-39 de SEQ ID NO:2; amino acidos 55-61 de SEQ ID

" NO:2; y amino dcidos 94-102 de SEQ ID NO:2.

. 139) Un polipéptido aislado comprendiendo amino acidos
24-39 de SEQ ID NO:2; amino acidos 55-61 de SEQ ID NO:2; y

amino dcidos 94~102 de SEQ ID NO:2.
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140) Un polipéptido aislado comprendiendo un fragmento

de SEQ ID NO:4 seleccionado del grupo que consta de amino
&cidos 31-37 de SEQ ID NO:4; amino acidos 52-67 de SEQ ‘ID

NO:4; y amino acidos 100-112 de SEQ ID NO:4.

141) Un polipéptido aislado comprendiendo amino &cidos
31-37 de SEQ ID NO:4; amino dcidos 52-67 de SEQ ID NO:4; y

amino acidos 100-112 de SEQ ID NO:4.

142) Un polipéptido aislado comprendiendo secuencia de
amino: - adcidos de SEQ ID NO:14.

143) Un polipéptido aislado comprendiendo secuencia de
amino &cidos de SEQ ID NO:16.

144) Una wvariante de un polipéptido comprendiendo se-
cuencia de amino &acidos de SEQ ID NO:14; dicha variante
comprendiendo al menos una sustitucién de amino acido con-
servativa, donde la variante retiene la habilidad de diri-

.glr uhlon especifica hacia el péptido amiloideo beta (AB8)
.con, una afinidad de unién de al menos 107 M

145) Una variante de un polipéptido comprendiqub se-
cuencia de amino acidos de SEQ ID NO:4; dicha variante com-
prendiendo al menos una sustitucion de amino acido conser-
vativa, donde la variante retiene la ‘habilidad de dirigir
unién especifica hacia el péptido "amiloideo beta (AB) con

una afinidad de unién de al menas 1077 M.

~146) Un polipéptido aislado comprendiendo residuos 1-
112 de la secuencia de amino dcido de SEQ ID NO:14 o com-
prendiendo residuos 1-123 de la secuencia de amino acido de

SEQ ID NO:16.

147) Una molécula de &cido nucleico aislada codifican-
do la cadena ligera de cualquiera de las reivindicaciones

84, 86-88, 94 y 96-98.

148) Una molécula de &cide nucleico aislada codifican-
do la cadena pesada de cualquiera de las reivindicaciones
85, 89-91, 93, y 99-101. *

. 147
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149) Una molécula de acido nucleico aislada codifican-
do el polipéptido de cualguiera de 1las reivindicaciqges
139-146.

150) Una molécula de Acido nucleico aislada codifican-
do la inmunoglobulina de cualquiera de las reivindicaciones
114-132.

151) Una molécula de Acido nucleico aislada compren-
diendo la secuencia nucletoide de SEQ ID NO:13 o 15.

152) Un vector comprendiendo la molécula de acido nu-
cleico cualquiera de las reivindicaciones 147-151.

153) Una célula poftadora comprendiendo la molécula de
dcido nucleico cualquiera de las reivindicaciones 147-151.

154) Un método para producir-un anticuerpo, o fragmen-
to del mismo, que comprende cultivar la célula portadora de
la reivindicacién 153 bajo condiciones tales que el anti-
cuerpo o fragmento es producido y aislar dicho anticuerpo
de la célula portadora o del cultivo. .

»

155) Un método para producir un anticuerpo, o fragmen-
to del mismo, comprendiendo un fragmento de SEQ ID NO:2 se-
leccionado del grupo que consta de amino &cidos 24-3% de
SEQ ID NO:2; amino acidos 55-61 de SEQ ID NO:2; y amino
acidos 94-102 de SEQ ID NO:2, dicho método comprendiendo
‘cultivar una célula portadora comprendiendo una molécula de
dcido nucleico que codifica dicho anticuerpo, o fragmento
‘del mismo, bajo condiciones tales que el -anticuerpo o frag-
-mento es producido y aislar dicho anticuerpo de la célula
portadora o del cultivo.

156) Un método para producir un anticuerpo, o fragmen-
' to del mismo, comprendiendo un fragmento de SEQ ID NO:4 se-
leccionado del grupc que consta de -amino acidos 31-37 de
SEQ ID NO:4; amino acidos 52-67 de SEQ ID NO:4; y amino
acidos 100-112 de SEQ ID NO:4, dicho métode comprendiendo
cultlvar una célula portadora comprendiendo una molécula de
ac1do nucleico que codifica dicho anticuerpo, o fragmento
del mismo, bajo condiciones tales que el antlcueréo o frag-
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mento es producido y aislar dicho anticuerpo de la célula
portadora o del cultivo. . .

157) Un método para identificar residuos susceptibles
de sustitucién en una reqién de cuadro variable de inmuno-
globulina humanizada 10DS basado en una estructura de inmu-
noglobulina resuelta y el andlisis de dicho modelo para
buscar residuos capaces de afectar la conformacién o fun~
cién de la regiédn variable de inmunoglobulina humanizada
10D5, de modo tal que dichos residuos susceptibles de sus-
titucién son identificados.

158) E1l uso de una secuencia de regién variable pre-
sentada como SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4, o una porcidén de la
misma, en la produccién de una imagen tridimensional de la
inmunoglobulina 3d6, cadena de inmunoglobulina 3d6, o el

dominio de la misma.
p. :NEUTRALAB LIMITED
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ANTICUERPOS HUMANIZADOS QUE RECONOCEN EL PEPTIDO AMILOIDEO

BETA
&

RESUMEN

La invencion brinda métodos y agentes mejorados para el
tratamiento de enfermedades asociadas a los depbésitos ami-
loideos de Af en el cerebro de un. paciente. Los agentes
preferidos incluyen anticuerpos humanizados.
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