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POWER OF ATTORNEY

The undersigned Prof. Dr. A. Borbély
acting on behalf of and representing

University of Ziirich.
domictled at Ramistrasse gh CH-8006

hereby appoints ~ Ziirich, tzerland
JIMENA ESCOBAR-URIBE andlor IGNACID
ESCOBAR-URIBE

domiclled at Bogota, Colombia
CARRERA 11 A No. 94-76 OF, 305-306
as our true and legel attomeys wath the necessary
powers 1 to apply fo the administrative, judicial and
police authorities of the Republic of Colombia, in any
instance or appeal, for obtaining registrabon of
patents, utlity models, industnal designs, commercial
ensigns and names, trademarks, domain names,
copyrights and neighbouring rights, plant vanefies,
health kcanses as well as their assignments,
extensions, renewsals, changes of name and
domicile, 2 to prepare, apply for, oblein, execute and
register contracts, llcenses, authorizations and
registrations of any kind, 3 to intervene as plainliffs
or defendants, In any instance or appeal, before any
judge, court, tnbunal, corporation, public officer or
authonly i any judical, edministraive or polce
achon, such as. actions dealing with commercial
ensigns and names; oppositions against trademark
registrabons; cagducity and nullity actions; recovery
achons, actions ansing from oblainment and working
e m e = - .- —Of_hcense_agreements;_actions. dealing_with unfar__
competition; criminal actions; actions claming
indemnity for damages, complaints or remarks on all
sort of industnal property matters, the performance of
precautionary measures, and in any other simiar
acion, measure or appeal related to industrial
property mattars, copyrights and neighbounng nghts
and obtentor of plant vaneties'nghis. To this effect,
we hereby authonze them to file applications, make
descriptions, amendments, protesis, deciarations,
opposiions, cancellations, appeais and clams; ‘o
pay faxes, quotas and liens as provided by law; o
waive or abandon granted rights or rights in process
of being granted, fo receive all kind of documents
e and securities, o issue the respactve releases and,
In general to take, before said authonbes, pertinent
steps to the above-mentioned purposes and take all
measures they may deem adwsable to protect our
. Interests, with all other necessary legal faculties, and
we hereby declare as good and valid whatever the
attomeys should do to our benefit.

, This power comprises the authority to ratfy or
confirm on our behalf any action, as well as the
faculty of receiwng, desisting, transachng,
compromising, conclliating, substtubng and revoking
substtutons, taking notifications - and appointing
Judicial or extra-judicial attomeys
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Signed al Zunch
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. Dr. A. Borbély
Vice President Research

.. .—.administrativas y_de_ pobcla,_tales_como acciones
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Elsuscnto Prof. Dr. A. Borbély
obrando en nombre y represeniacién de con
Universidad de Zirich.

condomciioen Ramistrasse, 71, CH-BOO6

nombra a rich, Suiza
JIMENA ESCOBAR-URIBE / yfo  {GNACIO
ESCOBAR-URIBE

domiciiados en Bogota, Colombia

CARRERA 11 A No. 94-76 OF. 305-306

apoderados verdaderos y legales con poder
especial, amplio y suficiente 1 para recabar de las
oficinas y autondades colombianas adminisirativas,
judiiales y de policia en cualquier instancia o
recurso, la obtencidn de patentes de nvencidn,
modelos de utilidad, disefios industriales, registro de
marcas, nombres de dominio, registro de derechos
de autor y derechos conexos, registro de variedadas
vegetales, depisito de nombres comerciales y
ensefias, regstros sanitarios, asl como sus
raspasos, prémogas, renovaciones, cambios de
nombre y de domicllio, 2 elaborar, tramitar, solicatar,
obtener, reahzar, ejecutar y registrar contratos,
licencias, autonzaciones y registros de cualesquiera
clase, 3 ntervenir como demandante o como
demandado en cualquier instancia y recurso, y ante
cualquier juez, enfidad, corporacién, funcionano
piblicc o autondad en acciones judiciales,
derivadas del nombre o ensefia comerciales,
observaciones u oposicion al registro de marcas;
acciones de caducidad y nuldad; acciones
reivindicatonas, accionas derlvadas de la obtencin o
explotacién de licencias; acciones de competencia
desleal; demandas penales y awiles; acciones de
indemnizacidn de  pefuicics, recamos U
observaciones a cualquier asunto sobre propredad
industial; el ejercicio de medidas cautelares y
cualesquiera ofras acciones, medidas o recursos
similares refacionados con la propiedad industnal, los
derechos de autor y derechos conexos y los
derechos de obtentor de variedades vegetales, A
este efecto, los facultamos para elevar sochatudes,
fomular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravamenes prescritos por la ley, renunciar o desisur
a derechos concedidos 0 en curso de conceslon,
racibrr toda clase de documentos y valores dando el
descargo respechvo, y, en general, para dar ante
dichas autoridades todos los pasos necesarios al
efecto Indicado y tomar todas las medidas que
creyeren conducentes al resguardo de nuestros
intereses, ocon todas las demés facultades
necesarlas y por este documents desde ahora
declaramos valido y bueno todo cuanto los
apoderados hicleren en nuestro beneficio,

Este poder comprende la facultad de ratificar o
confirmar en nuestro nombre lo actuado, as! como la
faculiad de desistir, transigir, comprometer, conciliar,
sustituir y revocar sustituciones, racibir notificaciones
y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales,
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Seen for authentication of the foregoing signature of

Alexander Andreas Borbély, Prof Dr, born 25th March 1939, Swiss citizen of
Kusnacht ZH, residing (according to his information) at Rutistrasse 48,
Gockhausen (Dubendorf), CH-8044 Zurlch (Switzerland),

who Is personally known to us.

The signature has been acknowledged In our presence by the authorized agent,
Mr Addan Phillppe Sigrist, born 27th March 1965, Swiss citizen of Kriens LU,

reslding (according to his Information) at Gfennstrasse 12a, CH-8600 Duben-
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Traduccién oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e
intérprete oficial segin resolucién No. 0369 del Ministerio de
Justicia, del documento legalizado mediante la APOSTILLA #
11752 de 1 de julio de 2005 expedida en el Cantdn de Zurich,
Suiza, el cual corresponde a un documento de poder en inglés con
su correspondiente traduccion al espafiol (razén por la cual no
sehace traduccion del mismo texto), otorgado por la sociedad
UNIVERSITAT ZURICH, domiciliada en Ziirich, Suiza, a Jimena
Escobar-Uribe y/o Ignacio Escobar-Uribe firmada por el Profesor Dr.
A. Borbély, Vice-presidente de investigacion.

CERTIFICACION OFICIAL K oo .

Vista para autenticacién de la correspondiente firma de: >
Alexander Andreas Borbély, Profesor Docter, nacxdo el .25 de
marzo de 1939, Suiza ciudadano Suizo de Kusnacht- zZH,
residente (de acuerdo con su informacién} en Rutistrasse
48, Gockhausen (Dubendorf), CH-8044 Zurich (Suiza), a quien
personalmente conocemos.

)
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La firma ha sido reconocida en nuestra presenc:.ah por el °
agente autorizade, Sr., Adrian Phillipe Sigrist, nacido el
27 de marzo de 1965, ciudadano Suizo de Kriens ‘LU,
residente {de acuerdo con su informacidén) en Gfennstrasse
12a, CH-8600 Dubendorf (Suiza).

Ziirich, este 29 de junic de 2005.

B No. 1221
Tasa: 20 francos

Sello: Notario del Cantén de Zurich.
Notario del Cantén de Zurich JIMENA ESCOBAR URIBE
, (fdo) J, Morder, Notario publico. fradluctor @ Intérprete Oficial
Assalutibn No. 0369 Min. Justcn 1993
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Bildungsdirektion Kanton Ziirich
Hochschulamt

B1, H3A, Postfach, 8090 Z0rich

Zunich, 18. August 2005

Ceortificate

We, the Ministry of Education of the Canton of Zurich hereby certify that

the Unlversity of Zurich

with main offices at R4mistrasse 71, CH-8006 Zurich, Switzerland

———— = = m— i = ——— . - - - - - -

is a public university existing and operating under the laws of the Canton of Zurich and that
Prof. Dr. Alexander Borbély

is Vice President for Research of the University of Zunch and in this capacity authorized to rep-
resent the University of Zurich.

Qs

Dr Sebastian Brandh
Amtschef Hochschulamt
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Traduccién oficial hecha por Jimena Escobar Urib , traductora
intérprete oficial segun resolucibn No. 0369 del Ministerio de
Justicia, del documento legalizado mediante la APOSTILLA N .
16464 de 14 de septiembre de 2005 expedidas en el Cantén de
Zurich, Suiza, el cual corresponde a una certificacion expedida por
el Dr. Sebastian Brandli sobre la existencia y representacién de la
Universidad de ZUrich.

Zurich, 18 de agosto de 2005
CERTIFICACION

-

Nosotros, el Ministerio de Educacidn del Cantén de Zﬁrit':lli'- por . medio del

presente certificamos que o

- .
— ,_‘.

la Universidad de Zdrich con oficinas principales en Ramlstraase 71 CH-
8006 Zurich, Suiza :

0s una universidad publica que existe y opera bajo las leyes del Cantén de
Zlrich y que

.
" ’ .
e :

Fa

el Profesor Dr. Alexander Borbély
es Vice-presidente de Investigacién de la Universidad de Ziirich y en :gsta
calidad est4 autorizado para representar a la Universidad dé Zirich. y

1
Y
(fdo) Sebastian Bréandii IMENA ESCOBAR UR

Sello Teaductor e |- térprate Oficial
. Resoluctén No 0369 Man. Justicia 1993
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RESUMEN

La presente invencién proporciona una molécula de

unién que es capaz de unirse al polipéptido NogoA humano o
NiG humano o NiG-D20 humano o NogoA_342-357 humano, con
una constante de disociacién de <1000 nM, un polipéptido que
codifica dicha molécula de unién; un vector de expresién que
comprende dicho polinucleétido; un sistema de expresién que
comprende un polinucleétido capaz de producir una molécula de
unidn; una célula huésped aislada que comprende un sistema de
expresion segdn se define anteriormente, el uso de tal molécula
de unién como un farmacéutico, especialmente en el tratamiento
de reparacién de nervios, una composicion farmacéutica que
comprende dicha molécula de unién; y un método de tratamiento

de enfermedades asociadas con la reparacién de nervios.

ESISN
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MOLECULAS DE UNION DE NOGO-A Y USO FARMACEUTICO
DE LAS MISMAS

Esta invenciéon se refiere a moléculas de unién de
NogoA, tal como, por ejemplo, anticuerpos monoclonales o
fragmentos Fab de los mismos

La regeneracién neuronal después de un dafo en el
sistema nervioso central de un adulto (CNS) esta imitado debido
a la presencia del ambiente de mielina inhibidora que envaina
axones y la formacién de tejido de cicatrizaciébn En los dltimos
anos se han obtenido importantes logros en el entendimiento
molecular del por qué el sistema nervioso central es incapaz de
repararse espontaneamente después de un dafio Las moléculas
inhibidoras en la mielina son el impedimento principal para la
regeneracién axonal, particular e inmediatamente después del
dafio. Por lo que NogoA, glicoprotelna asociada con mielina
(MAG) y glicoproteina de mielina-oligodendrocito (OMgp) han
sido caracterizados como potentes inhibidores de excrescencia
de neurita. Ademas, la mielina también contiene otros
componentes Inhibidores, tales como, proteoglicanos de sulfato
de condroitina. E|I Nogo-A es un miembro de la familia de
protelna de reticulo y tiene por lo menos dos dominios
biolégicamente activos y farmacoldégicamente distintos
denominados Amino-Nogo y Nogo-66. Mientras que el sitio de

receptor para el primero es alin desconocido, Nogo-66 inhibe el
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crecimiento neuronal in vitro e in vivo a través del receptor
neuronal NgR. Ademdas de Nogo-66, MAG y OMgp también se
unen a NgR con afinidad e inhiben la excrescencia de neurita

Los nuevos aspectos de Investigaciones potenciales
actualmente perseguidos para mejorar |la reparacién de nervios
incluyen digestiéon de tejido de cicatrizacién utilizando una
enzima, condroitinasa ABC, técnicas de unién utiizando células
envainadoras olfativas y celulas del tallo y factores de
crecimiento de proteina para reforzar el crecimiento neuronal,
Las acciones de bloqueo de inhibidores de excrescencia de
neurita a través de la modulacién de mediadores de sefalizaciéon
intracelular tales como Rho, una tris-fosfatasa de guanosina
unida a membrana (GTPase), parece ser un enlace clave en la
inhibicién de crecimiento axonal EI monofosfato de adenosina
ciclica (cAMP), el cual puede superar la Inhibicién asociada con
mielina in vitro e inducir la generacién /n vivo. El uso del
inhibidor de péptido de receptor NgR (NEP-1-4Q) para inducir el
crecimiento adicional! neuronal y recuperacién funcional en ratas
después de daflo en la espina

Ademas de utihzar los aspectos descritos
anteriormente, también se ha puesto mucha atencién en el uso
de ciertos anticuerpos monoclonales para neutralizar las
moléculas inhibidoras de crecimiento de neurita del sistema
nervioso central y periférico, en particular para neutralizar la

actividad inhibidora de crecimiento de neurita de Nogo-A De
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esta manera, se ha mostrado que el anticuerpo monoc‘lonal IN-1
o su fragmento IN-1 Fab inducen la excrecién de neurita /n vitro
y mejoran el brote y la regeneracién in vivo (Schwab ME y otros,
(1996) Physiol. Rev. 76, 319-370). Las pruebas de diferentes
dominios del NogoA para actividad inhibidora de crecimiento de
neurita ha delineado varios dominios inhibidores en |la molécula
(Chen y otros, (2000) Nature 403-439; GrandPre y otros, (2000)
Nature 403, 439-444, Prinjha y otros, (2000) Nature 403, 383-
384

Las inmunoglobulinas naturales o anticuerpos
comprenden una molécula multimérica generalmente con forma
de Y, que tiene un sitio de unién de antigeno en el extremo de
cada brazo superior. EIl resto de la estructura, en particular, el
tallc de Y media las funciones efectoras asociadas con las
inmunoglobulinas Los anticuerpos consisten de dos cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras Tanto las cadenas pesadas
como las ligeras comprenden un dominio variable y una parte
constanté. Un sitio de unién de antigenc consiste del dominio
variable de una cadena pesada asociada con el dominio variable
de una cadena ligera Los dominios variables de las cadenas
pesada y ligera tienen la misma estructura general MA&s
particularmente, las caracteristicas de unién de antigeno de un
anticuerpo son esencialmente determinadas a través de regiones
especificas en el dominio variable de las cadenas pesada y

ligera, las cuales son denominas regiones hipervariables o
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regiones de determinacién de complementariedad (CDRs). Estas
tres regiones de hipervariables afternan con cuatro regiones de
estructuras (FRs), cuyas secuencias son relativamente
conservadas y las cuales no estan directamente involucradas en
la unién. Las CDRs forman lazos y se mantienen en cercanfa a
través de las regiones de estructura, las cuales enormemente
adoptan una conformacién de B-lamina Las CDRs de una
cadena pesada junto con las CDRs de |la cadena ligera asoclada
esencialmente constituyen el sitio de unién de antigeno de la
molécula de anticuerpo La determinacién de lo que constituye
un FR o una regién CDR usualmente se hace comparando la
secuencia de amnoacido de un nuamero de anticuerpos
desarrollados en la misma especie Las reglas generales para
iIdentificar las regiones de CDR y FR son generalmente
conocidas por algiun experto en la técnica, y, por ejemplo,
pueden encontrarse en el sitio web

(http /www bioinf org uk/abs/)

Ahora sorprendentemente se ha encontrado que un
cuerpo humano monoclonal novedoso {(de aqui en adelante
denominado “3A6") desarrollado en ratones Medarex
(genéticamente ratones reconstituidos con genes de
iInmunoglobulina humana) contra NIG humana y del tipo IgG
tienen mejores propiedades que los anticuerpos NogoA de la
técnica anterior (Schwab ME y otros (1996) Physiol Rev. 76,

319-370), especialmente con respecto a la afinidad de unién a

L
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NogoA de diferentes especies inciluyendo homo sapiens y con
respecto a su actividad neutralizante de excrecién de neurita
Nogo-A superior a una concentracién dada de anticuerpo.
Ademas, ahora es posible construir otras moléculas de unién de
NogoA teniendo las mismas regiones hipervariables como dicho
anticuerpo.

Por consiguiente, la invencién proporciona moléculas
de unidén para una regién particular o epitopo de NogoA (de aqui
en adelante denominada como “las moléculas de unién de la
invencidn® o simplemente "molécuias unién®), Preferiblemente,
las moléculas de unién de unién de la invencién se unen a
NogoA_342-357 humano (epltopo de 3A6 en NiG humano, =SEC
ID NO:6), NogoA humano (SEC ID NO:5) o NiG humano (que es
el fragmento inhibidor de excrescencia de neurita mas potente
de NogoA y comienza en el aminoacido No 186 y termina en el
aminoacido No. 1004 de NogoA humano =SEC ID NO 5) con una
constante de disociacién de (Kd) < 1000 nM, muy
preferiblemente con una Kd < 100 nM, y de preferencia con una
Kd < 10 nM. La reaccién de unién puede ser mostrada a través
de métodos estandares (ensayos cualitativos) incluyendo, por
ejemplo, el método de ELISA descrito en el Ejemplo 6 y el
método de afinidad de biosensor descrito en el Ejemplo 7.
Ademaéas, la unién de NogoA humano y con mucha importancia la
eficiencia puede ser mostrada en un ensayo de excreciédn de

neurita, por ejemplo, como se describe mas adelante

A
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De esta manera, en una modalidad preferida
adicional, las moléculas de unién (a una concentracién de 100
Hg/mi, de preferencia 10 yg/ml, preferiblemente a 1.0 pg/ml, muy
preferiblemente a 0 1 yg/ml) mejoran el numero de neuritas de
células de granulo cerebelares sobre un sustrato de extracto de
proteina de cerebro de mono en por lo menos un 20%, de
preferencia 50%, muy preferiblemente 80%, comparado con el
numero de neuritas de células de granulo cerebelares de rata,
las cuales son tratadas con un anticuerpo de control que no
inhibe al NogoA humano, NiIG humano o NogoA_342-357, como
polipéptido (es decir, que tiene una constante de disociacién de
>1000 nM

En una modalidad adicional preferida, las moléculas
de unién de unidon de |la invencién comprenden por lo menos un
sitio de unién de antigeno, dicho sitio de unién de antigeno
comprendiendo en secuencia, las regiones hipervariables CDR-
H1-3A8, CDR-H2-3A6 Y CDR-H3-3A6; dicha CDR-H1-3A6
teniendo la secuencia de aminoacido de SEC ID NO.8, dicha
CDR-H2-3A6 teniendo |la secuencia de aminoacido de SEC ID
NO 9, y dicha CDR-H3-3A6 teniendo la secuencia de aminoacido
de SEC ID NO.10, y dirigir sus equivalentes

En un aspecto mas de la invencién, la molécula de
unién de la invencién comprende por lo menos un sitio de unién
de antigeno, dicho sitio de unién de antigeno comprende ya sea:

a) en secuencia, las regiones hipervariables CDR-
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H1-3A6, CDR-H2-3A6 y CDR-H3-3A6; dicha
CDR-H1-3A6 teniendo la secuencia de
aminoacido de SEC ID NO.8, dicha CDR-H2-3A6
teniendo la secuencia de aminoacido de SEC ID
NO 9, y dicha CDR-H3-3A6 teniendo Ia
secuencia de aminoacido de SEC ID NO'10; o
en secuencla, las regiones hipervariables CDR-
L1-3A6, CDR-L2-3A6 y CDR-L3-3A6, dicha CDR-
L1-3A6 teniendo la secuencia de aminocécido de
SEC ID NO 11, dicha CDR-L2-3A6 teniendo la
secuencia de aminoacido de SEC ID NO-12, y
dicha CDR-L3-3A6 teniendo la secuencia de
aminoacido de SEC ID NO.13, o

sus equivalentes directos

En un aspecto adiclotnal de la invencidn, la molécula

de union de la invencion comprende por lo menos®

a)

b)

un primer dominio comprendiendo en secuencia
las regiones hipervariables CDR-H1-3A6, CDR-
H2-3A6 y CDR-H3-3A6; dicha CDR-H1-3A6
teniendo la secuencia de aminoacido de SEC ID
NO.8, dicha CDR-H2-3A6 teniendo la secuencia
de aminoacido de SEC ID NO 9, y dicha CDR-
H3-3A6 teniendo la secuencia de aminoacido de
SEC ID NO.10, y

un segundo dominio gque comprende en
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secuencia las regiones hipervariables CDR-L1-
3A6, CDR-L2-3A6 y CDR-L3-3A6 dicha CDR-L1-
3A6 teniendo la secuencia de aminoacido de
SEC ID NO 11, dicha CDR-L2-3A6 teniendo la
secuencia de aminoacido de SEC ID NO 12, y
dicha CDR-L3-3A6 teniendo la secuencia de
aminoacido de SEC ID NO*13; o

c) equivalentes directos de los mismos
Ademas, l|a invencién proporciona la siguiente
molécula de unién de la invencidn, la cual comprende por lo
menos un sitio de unién de antigeno comprendiendo.
a) ya sea la parte variable de la cadena pesada de
3A6 (SEC ID NO 2); o
b) la parte variable de |la cadena ligera de 3A6
(SEC ID NO 3), o sus equivalentes directos.
Cuando el sitio de unién de unién de antigeno
comprende tanto el primero como el primero como el segundo
dominios, éstos pueden ser localizados en la misma molécula de
péptido o, de preferencia, cada domino puede estar en una
cadena diferente, el primer dominio siendo parte de una cadena
pesada de inmunoglobulina o su fragmento y el segundo dominio
siendo parte de una cadena ligera de inmunoglobulina o un
fragmento de la misma
Ejemplos de moléculas unién de unién de la

invencion incluyen anticuerpos asi producidos por células B o
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hibridomas y anticuerpos humanos o quiméricos o humanizados
o cualquier fragmento de los mismos, por ejemplo, F(ab'),, y
fragmentos Fab, asi como anticuerpos de cadena individual o de
dominio individual.

Un anticuerpo de cadena individual consiste de los
dominios variables de cadenas pesada y ligera del anticuerpo
covalentemente unidos a través de un enlazador de péptido
usualmente consistiendo de 10 a 30 aminoacidos, de preferencia
de 15 a 25 aminoécidos Por lo tanto, dicha estructura no
incluye la parte constante de las cadenas pesada y ligera y se
cree que el pequefio separador de péptide debe ser menos
antigénico que una parte constante entera Por “anticuerpo
quimérico” se quiere dar a entender un anticuerpo en el cual la
sesiones constantes de cadenas pesada o ligera o ambas son de
origen humano, mientras que los dominios variables tanto de
cadenas pesada como ligera son de origen no humano (por
ejemplo, murino) Por “anticuerpo humanizado” se quiere dar a
entender un anticuerpo en donde las regiones hipervariables
(CDRs) son de origen no humano (por ejemplio, de murino),
mientras que todas o sustancialmente todas las otras partes de
la inmunoglobulina, por ejemplo, las regiones constantes y las
partes altamente conservadas de los dominios variables, es
decir, las regiones de estructura, son de origen humano Un
anticuerpo humanizado, sin embargo, puede retener algunos

aminoacidos de la secuencia de murino en la parte de las

A
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regiones de estructura adyacentes a las regiones hipervariables,

Las regiones hipervariables pueden estan asociadas
con cualquier tipo de regiones de estructura, preferiblemente de
origen murino o humano Las regiones de esiructura adecuadas
se describen en “Sequences of proteins of immunological
interest”, Kabal E. A. y otros, departamento de E U.A. De salud
y servicios humanos, servicio de salud publica, Instituto
Nacional de Salud Preferiblemente, la parte constante de una
cadena pesada humana de las moléculas de unién puede ser del
tipo tgG4 incluyendo subtipos, preferiblemente 1la parte
constante de una cadena ligera humana puede ser del tipo x 0 A,
muy preferiblemente del tipo «

Se pueden desarrollar anticuerpos monoclonales
desarrollados contra una proteina naturalmente encontrada en
todos los seres humanos, en un sistema no humano, por
ejemplo, en ratones. Como una consecuencia directa de esto,
un anticuerpo xenogénico segun producido por un hibridoma,
cuando se administra a seres humanos, produce una respuesta
inmune indeseable, la cual predominantemente es mediada por
la parte constante de la inmunoglobulina xenogénica. Esto
claramente limita el uso de dichos anticuerpos ya que éstos no
pueden ser administrados durante un periodo prolongado de
tiempo Por lo tanto, se prefiere particularmente utilizar
anticuerpos de cadena individual, de dominio Individual,

quiméricos © humanizados, los cuales probablemente no

Z



10

15

20

25

- 11 -
producirdAn una respuesta alogénica sustancial cuando se
administran a seres humanos

En vista de lo anterior, una molécula de unién muy

preferida de la invencién se selecciona a partir de un anticuerpo
quimérico, que comprende por lo menos:

a) una cadena pesada de Inmunoglobulina o
fragmento de la misma que comprende (i) un
dominio variable comprendiendo en secuencia
las regiones hipervariables CDR-H1-3A6, CDR-
H2-3A6 y CDR-H3-3A6, y (1) la parte constante
o su fragmento de una cadena pesada humana,
dicha CDR-H1-3A6 teniendo la secuencia de
aminoacido de (SEC ID NO 8), dicha CDR-H2-
3A6 teniendo la secuencia de aminoacido (SEC
ID NO 9), y dicha CDR-H3-3A6 teniendo Ia
secuencia de aminoacido de (SEC ID NO-10), y

b) una cadena lLigera de inmunoglobulina ¢ un
fragmento de la misma que comprende (i) un
dominio variable comprendiendo en secuencia
las regiones hipervariables CDR-L1-3A6, CDR-
L2-3A6 y CDR-L3-3A6, (ii) la parte constante o
su fragmento de una cadena ligera humana,
dicha CDR-L1-3A6 teniendo la secuencia de
aminoacido de (SEC ID NO'11), dicha CDR-L2-

3A6 teniendo Ja secuencia de aminoacido de

TN,
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(SEC ID NO:12), y dicha CDR-L3-3A86 teniendo
la secuencia de aminoacido de (SEC ID NO 13),

o

sus equivalentes directos.

Alternativamente, una molécula de unién de Ia

invencién puede ser seleccionada a partir de una molécula de

unién de cadena individual que comprende un sitio de unién de

antigeno, comprendiendo.

a)

b)

un primer deminio comprendiendo en secuencia
la hipervariable CDR-H1-3A6, CDR-H2-3A6 vy
CDR-H3-3A6, dicha CDR-H1-3A6 teniendo Ia
secuencia de aminoacido de (SEC ID NO 8),
dicha CDR-H2-3A6 teniendo la secuencia de
aminoacido de (SEC ID NO'9), y dicha CDR-H3-
3A6 teniendo la secuencia de aminoacido de
(SEC ID NO.10); ¥

un segundo dominio que comprende en
secuencia la hipervariable CDR-L1-3A6, CDR-
L2-3A6 y CDR-L3-3A6 dicha CDR-L1-3A8
teniendo la secuencia de aminoacido de (SEC
ID NO 11), dicha CDR-L2-3A6 teniendo Ila
secuencia de aminoacido de (SEC ID NO.12), y
dicha CDR-L3-3A6 teniendo la secuencia de
aminoacido de (SEC ID NO 13); y

un enlazador de péptido que se une ya sea a la

>
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extremidad N-terminal del primer dominio y a la
extremidad C-terminal del segundo dominio o a
la extremidad C-terminal del primer dominio y a
la extremidad N-terminal del segundo dominio;
sus equivalentes directos.
Como es bien conocido, los cambios menores en una
secuencia de aminoacido tal como eliminacién, adicién o
sustitucion de uno o varios aminoacidos puede conducir a una
forma alélica de la proteina original, la cual tiene propiedades
sustancialmente 1dénticas. De esta manera, por el término “sus
equivalentes directos” se quiere dar a entender ya sea cualquier
molécula de unién de dominio Individual de Ila invencién
(molécula X),
(1) en donde <cada una de las regiones
hipervariables CDR-H1 CDR-H2, y CDR-H3 de
la molécula de unién es por lo menos 50 u 80%
homéloga, de preferencia por lo menos 90%
homéloga, muy preferiblemente por lec menos
95, 96, 97, 98, 99% homdéloga a las regiones
hipervariables equivalentes de CDR-H1-3A6
(SEC ID NO'8), CDR-H2-3A6 (SEC ID NO:9) y
CDR-H3-3A6 (SEC ID NO 10), mientras que
CDR-H1 es equivalente a CDR-H1-3A6, CDR-H2
es equivalente a CDR-H2-3A6, CDR-H3 es
equivalente a CDR-H3-3A6, vy

s
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que es capaz de unirse al NogoA, NiG humano,
o NogoA_342-357 humano, preferiblemente con
una constante de disociacién de (Kd) < 1000
nM, de preferencia Kd < 100 nM, y muy
preferiblemente Kd < 10 nM, o cualquier
molécula de unién de la invencién teniendo por
lo menos dos dominios por sitio de unién
(molécula X'),

en donde <cada una de las regiones
hipervariables CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-
L1, CDR-L2 y CDR-L3 es por lo menos 50 u 80%
homdéloga, de preferencia por |lo menos 90%
homéloga, muy preferiblemente por lo menos
95, 96, 97, 98, 99% idéntica a las regiones
hipervariables equivalentes de CDR-H1-3A6
(SEC ID NO.8), CDR-H2-3A6 (SEC ID NO:9),
CDR-H3-3A6 (SEC ID NO'10), CDR-L1-3A6
(SEC ID NO.11), CDR-L2-3A6 (SEC ID NO'12) y
CDR-L3-3A6 (SEC ID NO.13), mientras que
CDR-H1 es equivalente a CDR-H1-3A6, CDR-H2
es equivalente a CDR-H2-3A6, CDR-H3 es
equivalente a CDR-H3-3A8, CDR-L1 es
equivalente a CDR-L1-3A6, CDR-L2 es
equivalente a CDR-L2-3A6, CDR-L3 es
equivalente a CDR-L3-3A6; vy

TR
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(iv) que es capaz de unir al NogoA humano, NIG
humano, o NogoA_342-357 humano,
preferiblemente con una constante de
disociacién de (Kd) < 1000 nM, de preferencia
Kd < 100 nM, y muy preferiblemente Kd < 10
nM

De esta manera, otras modalidades de la invencifn

son, por ejemplo, una molécula de unidén que es capaz de unirse

al NogoA humanec, NiG humano, o NogoA_342-357 humano con

una constante de disociacién de <1000 nM y comprende por lo

menos un sitio de unidén de antigeno, dicho sitio de unién de

antigeno comprendiendo ya sea:

en secuencia las regiones hipervariables CDR-H1, CDR-H2
y CDR-H3, de las cuales cada una de las regiones
hipervariables son por lo menos 50%, de preferencia 80,
90, 95, 96, 97, 98, 99% homélogas a sus regiones
hipervariables equivalentes CDR-H1-3A86 (SEC ID NO 8),
CDR-H2-3A6 (SEC ID NO 9), CDR-H3-3A6 (SEC ID NO:10);
o

en secuencia las regiones hipervariables CDR-L1, CDR-L2
y CDR-L3, de los cuales cada una de las regiones
hipervariables son por lo menos 50%, de preferencia 80,
90, 95, 86, 97, 98, 99% homoélogas a sus regiones
hipervariables equivalentes CDR-L1-3A6 (SEC ID NO 11),
CDR-L2-3A6 (SEC ID NO:12) y CDR-L3-3A6 (SEC ID

T
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NO:13)
Ademds, una molécula de unién es capaz de unir el
NogoA humano, NIG humano o NogoA_342-357 humano con una
constante de disociacion de <1000 nM y que comprende
» un primer sitio de unién de antigeno comprendiendo en
secuencia las regiones hipervariables CDR-H1, CDR-H2 y
CDR-H3, de Ilas cuales cada una de las regiones
hipervariables son por lo menos 50%, de preferencia 80,
90, 95, 96, 97, 98, 99% homdlogas a sus regiones
hipervariables equivalentes CDR-H1-3A6 (SEC ID NO.8),
CDR-H2-3A6 (SEC ID NO 9), CDR-H3-3A6 (SEC ID NO‘10),
y

. un segundo sitio de unién de antigeno que comprende en
secuencia las regiones hipervariables CDR-L1, CDR-L2 y
CDR-L3, de los cuales cada una de las regiones
hipervariables son por lo menos 50%, de preferencia 80,
90, 95, 96, 97, 98, 99% homoélogas a sus regiones
hipervariables equivalentes CDR-L1-3A6 (SEC ID NO 11),
CDR-L2-3A6 (SEC ID NO.12) y CDR-L3-3A6 (SEC ID
NO:13).

Esta constante de disociacién conveniente puede ser
probada en varios ensayos incluyendo, por ejemplo, el método
de afinidad de biosensor descrito en el Ejemplo 7 Ademads, la
unién y el efecto funcional de las moléculas de unién pueden ser

mostrados en un bioensayo, por ejemplo, como se describe mas

2 R
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adelante

La parte constante de una cadena pesada humana
puede ser del tipo y1, y2, v3, y4, a1,a2, 8 o &, preferiblemente
del tipo y, muy preferiblemente del tipo y4, mientras que la parte
constante de una cadena ligera humana puede ser del tipo x 0 A
(el cual incluye los subtipos A1, A2; y A3, pero de preferencia es
del tipo x La secuencia de aminoacido de todas estas partes
constantes se proporciona por Kabat y otros (Supra)

Dentro del alcance de la invencién también se
incluyen conjugados de las meléculas de unién de la invencion,
por ejemplo, conjugados de enzima o toxina o radioisétopo

“Polipéptido”, s1 no se especifica de otra manera
aqui, Incluye cualquier péptido o proteina que comprende
aminoacidos unidos entre si a través de enlaces de péptido,
teniende una secuencia de aminoacido empezando en la
extremidad N-terminal y finalizando en |la extremidad C-terminal,
De preferencia, el péptido de la presente invencién es un
anticuerpo monoclonal, muy preferido es un anticuerpo
monoclonal quimérico (también Illamado V-injertado) o
humanizado (también llamado CDR-injertado) El anticuerpo
monoclonal humanizado (CDR-injertado) puede ¢ no incluir otras
mutaciones Introducidas en las secuencias de estructura (FR)
del anticuerpo aceptor

Un derivado funcional de un polipéptido como se

utiiza aqui, incluye una molécula que tiene una actividad

3N
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biolégica cualitativa en comudn con un polipéptido de |la presente
invencién, es decir, que tiene la habilidad de unirse al NogoA
humano, NiG humano, o NogoA_342-357 humano Un derivado
funcional ncluye fragmentos y analogos de péptido de un
polipéptido de acuerdo con |a presente Invencidn Los
fragmentos comprenden regiones dentro de la secuencia de un
polipéptido de acuerdo con la presente invencién, por ejemplo,
de una secuencia especificada. EI| término “derivado” se utiliza
para definir variantes de secuencia de aminoacido, y
modificaciones covalentes de un polipéptido de acuerdo con ta
invencién, por ejemplo, de una secuencia especificada Los
derivados funcionales de un polipéptido de acuerdo con la
presente invencidén, por ejemplo, de una secuencia especificada,
por ejemplo, de la regidn hipervariable de la cadena ligera y la
cadena pesada, preferiblemente tienen por lo menos alrededor
de 65%, de preferencia por lo menos alrededor de 75%,
preferibiemente por |lo menos alrededor de 85%, y muy
preferiblemente por 1o menos alrededor de 95, 96, 97, 98, 99%
de homologla de secuencia total con la secuencia de aminoacido
de un polipéptido de acuerdo con la presente invencién, por
ejemplo, de una secuencia especificada, y sustancialmente
retienen la habilidad de unién al NogoA humano, NiG humano o
NogoA_342-357 humano

El término “modificacién covalente® incluye

modificaciones de un polipéptido de acuerdo con la presente

SN
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invenciéon, por ejemplo, de una secuencia especificada, o un
fragmento del mismo con un agente de derivatizacién organico
proteindceo o no proteindceo, fusiones a secuencias de
polipéptido heterélogas, y modificaciones de post-traduccién
Los polipéptidos modificados covalentes, por ejemplo, de una
secuencia especificada, siguen temiendo la habilidad de unidn al
NogoA humano, NG humano o NogoA_342-357 humano a través
de entrelazamiento. Las modificaciones covalentes
tradicionalmente son introducidas haciendo reaccionar residuos
de aminoacido objetivo con un agente de derivatizacién organico
que es capaz de reaccionar conh los lados seleccionados o
residuos terminales, o mediante mecanismos de arnés de
modificaciones de post-traduccién que funcionan en células
huésped recombinantes seleccionada. Ciertas modificaciones
post-traduccidén son el resultade de la accién de células huésped
recombinantes sobre el polipéptido expresado Los residuos
glutaminilo y asparaginilo frecuentemente son desamidados
después de l!a traduccién a los residuos glutamilo y aspartilo
correspondientes Alternativamente, estos residuos son
desamidados bajo condiciones moderadamente acidas Otras
modificaciones de post-traduccion incluyen hidroxilacién de
prolina y lisina, fosforilacién de grupos hidroxilo de residuos
serilo, tirosina o treonilo, metilacién de los grupos «-amino de
cadenas laterales de lisina, arginina e histidina, ver, por

ejemplo, T E Creighton, Proteins: Structure and Molecular
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Properties, W. H Freeman & Co, San Francisco, pag. 79-86
(1983). Las modificaciones covalentes, por ejemplo, Incluyen
proteinas de fusiébn que comprenden un polipéptido de acuerdo
con la presente Invencién, por ejemplo, de una secuencia
especificada y sus variantes de secuencia de aminoacido, tales
como inmunoadhesinas y fusiones N-terminales a secuencias de
senal heterdlogas

“Homologia” con respecto a un polipéptido nativo y su
derivado funcional se define aqui como el porcentaje de residuos
de aminoacido en la secuencia candidato que son 1dénticos con
los residuos de un polipéptido nativo correspondiente, después
de alinear las secuencias y los huecos de introduccién, sI es
necesario, para obtener el porcentaje maximo de homologia, y
sin considerar ninguna sustitucién conservadora como parte de
la 1dentidad de la secuencia Ni las extensiones N- o C-
terminales ni las inserciones deben ser construidas para reducir
la 1dentidad o la homologia. Los meétodos y programas de
computadora para la alineacién son bien conocidos

“Aminoacido(s)” se refiere a todos los L-a-
aminoacidos de existencia natural, por ejemplo, e incluyendo D-
aminoacidos Los aminoacidos son i1dentificados ya sea por
designaciones de una sola letra o de tres letras bien conocidas

El término “variante de secuencia de aminoacido® se
refiere a moléculas con algunas diferencias en sus secuencias

de aminoacido segun comparado con un polipéptido de acuerdo
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con la presente invencidén, por ejemplo, de una secuencia
especificada. Las variantes de secuencia de aminoacido de un
polipéptido de acuerdo con la presente invencién, por ejemplo,
de una secuencia especificada, siguen teniendo la habilidad de
unién a NogoA humano o NiG humano, 0 muy preferiblemente a
NogoA_342-357. Las variantes substitucionales son aguellas
que tienen por lo menos un residuo de aminoacido removido y un
aminoacido diferente insertado en su lugar en la misma posicion
en un polipéptido de acuerdo con la presente Invencién, por
ejemplo, de una secuencia especificada. Esta sustituciones
pueden ser individuales, mientras que solamente un aminoacido
en la molécula ha sido sustituido, o pueden ser multiples, en
donde dos o mas aminoacidos han sido sustituidos en la misma
molécula Las variantes de insercién son aquellas con uno o
mas aminoacidos insertados Inmediatamente adyacentes a un
aminoacido en una posicion particular en un polipéptido de
acuerdo con la presente invencién, por ejemplo, de una
secuencia especificada. Inmediatamente adyacentes a un
aminoacido se conectan medios ya sea al grupo funcional «-
carboxi o a-amino del aminoacido. Las variantes de eliminacién
son aquellas con uno o mas aminodcidos en un polipéptido de
acuerdo con la presente Invencién, por ejemplo, de una
secuencia especificada, removida En forma ordinaria, las
variantes de eliminacién tendran uno o dos aminodcidos

eliminados en una regién particular de la molécula.
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Una molécula de unién de la invencién puede ser
producida a través de técnicas de ADN recombinantes En vista
de esto, una o mas moléculas de ADN que codifican la molécula
de unién deben ser construidas, colocadas bajo secuencias de
control apropiadas y transferidas a un organismo huésped
adecuado para expresién
En una forma muy general, por consiguiente se
proporcionan
(i) moleculas de ADN que codifican una
molécula de unién de dominio individual
de la invenciéon, una molécula de unidén de
cadena individual de la invencién, una
cadena pesada o ligera o sus fragmentos
de una molécula de unién de la invencion,
Y
(n) el uso de las moléculas de ADN de Ia
invencién para la producciéon de una
molécula de unién de la invencién a través
de medios recombinantes.

El presente estado de la técnica es tal que aquellos
expertos en la técnica seran capaces de sintetizar las moléculas
de ADN de l|la invencién dada la informacién provista aqui, es
decir, las secuencias de aminoacido de las regiones
hipervariables y las secuencias de ADN que codifican para ellas.

Un método para construir un gen de dominio variable, por
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ejemplo, se describe en EP 239 400 y puede ser resumido como
sigue Un gen que codifica un dominio variable de un anticuerpo
monoclonal de cualquier caracter especifico es clonado. Los
segmentos de ADN que codifican las regiones de estructura e
hipervariables son determinados y los segmentos de ADN que
codifican las regiones hipervariables son removidos, de manera
que los segmentos de ADN que codifican las regiones de
estructura son fusionados junto con sitios de restriccién
adecuados en las uniones Los sitios de restriccién pueden ser
generados en posiciones apropiadas a través de la mutagenesis
de la molécula de ADN a través de procedimientos estandares
Se preparan casetes de CDR sintéticos de estructura de cadena
doble a través de sintesis de ADN de acuerdo con las
secuencias dadas CDR-H1-3A8, CDR-H2-3A6, CDR-H3-3A6,
CDR-L1-3A6, CDR-L2-3A6 y CDR-L3-3A6, anteriores Estos
casetes se proporcionan con extremos adherentes de manera
que pueden ser ligados en las uniones a la estructura a través
de un protocolo estandar para obtener una molécula de ADN que
codifica un dominio variable de .nmunoglobulina

Ademas, no es necesario tener acceso al ARNm de
una llnea de célula de hibridoma de produccién con el fin de
obtener una construccién de ADN que codifica para los
anticuerpos monoclonales de la invencién De esta manera, la
solicitud de PCT WO 90/07861 proporciona instrucciones

completas para |la produccién de un anticuerpo monoclonal a

SAN
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través de técnicas de ADN recombinante dando solamente
informacién escrita de la secuencia de nucleétido del gen

El métode comprende la sintesis de un numero de
oligonucleétidos, su amplificacion a través del método de PCR, y
su divisién para proporcionar la secuencia de ADN deseada

Los vectores de expresidn que c¢omprenden un
promotor adecuado o genes que codifican partes constantes de
cadena pesada y ligera estan pablicamente disponibles De esta
manera, una vez que una molécula de ADN de la invencién se
prepara, ésta puede ser convenientemente transferida en un
vector de expresidon apropiado

Las moléculas de ADN que codifican anticuerpos de
cadena individual también pueden ser preparadas a través de
métodos estandares, por ejemplo, como se describe en WO
88/1649

En una modalidad particular de la invencidén, los
medios recombinantes para la produccién de algunas de
moleculas de unién de la invencidn inctuyen primera y segunda
construcciones de ADN como se describe a continuacidn:

La primera construcciéon de ADN codifica una cadena
pesada o un fragmento de la misma y comprende.

a) una primera parte que codifica un dominio
variable que comprende alternatlvarﬁente regiones de estructura
e hipervarniables, dichas regiones hipervariables comprendiendo

en secuencia ADN-CDR-H1-3A6 (SEC ID NO:14), ADN-CDR-H2-
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346 (SEC ID NO 15) y ADN-CDR-H3-3A6 (SEC ID NO:16); esta
primera parte comenzando con un codén que codifica al primer
aminodcido del dominio variable y termina con un codén que
codifica al ultimo aminoacido del dominio variable, y

b) una segunda parte que codifica una parte
constante de cadena pesada o un fragmento de la misma, que
inicia ¢on un c¢oddn que codifica el primer aminoacido de la
parte constante de la cadena pesada y finaliza con un codén que
codifica el ultimo aminoacido de la parte constante o un
fragmento de la misma, seguido por un codén sin sentido.

Preferiblemente, |la segunda parte codifica |la parte
constante de una cadena pesada humana, muy preferiblemente,
la parte constante de |la cadena humana y4 Esta segunda parte
puede ser wun fragmento de ADN de origen gendémico
(comprendiendo intrones) o un fragmento de ADNc (sin
intrones)

La segunda construccién de ADN codifica una cadena
ligera o un fragmento de |la misma y comprende

a) una primera parte que codifica un dominio
variable comprendiendo alternativamente regiones de estructura
e hipervariables, dichas regiones hipervariables comprendiendo
en secuencia ADN-CDR-L1-3A6 (SEC ID NO.17), ADN-CDR-L2-
346 (SEC ID NO:18) y ADN-CDR-L3-3A6 (SEC ID NO.19), esta
primera parte comenzando con un codédn que codifica al primer

aminoacido del dominio variable y termina con un coddédn que

SN
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codifica al Gltimo aminoacido del dominio variable, y

b) una segunda parte que codifica una parte
constante de cadena ligera o su fragmento, que Inicia con un
coddén que codifica el primer aminoacido de la parte constante
de la cadena ligera y finaliza con un codén que codifica el dultimo
aminoacido de la parte constante o un fragmento de la misma,
seguido por un codoén sin sentido.

Preferiblemente, |la segunda parte codifica |la parte
constante de una cadena ligera humana, muy preferiblemente, la
parte constante de la cadena x humana

La primera o segunda construccion de ADN
ventajosamente comprende una tercera parte que esta localizada
corriente arriba de la primera parte y que codifica la parte de un
péptido lider, esta tercera parte comenzando con el codén que
codifica al primer aminoacido y finalizando con el dltimo
aminoacido del péptido Ilder Este péptido es requerido para la
secrecion de las cadenas a través del organismo huésped en
donde se expresan y subsecuentemente es removido por el
organismo huésped. Preferiblemente, la tercera parte de la
primera construccién de ADN codifica un péptido lider que tiene
una secuencia de aminoacido sustancialmente idéntica a la
secuencia de aminoacido de l|a secuencia lider de cadena
pesada como se muestra en SEC ID NO 21 (comenzando con el
aminoacido en la posicién-19 y finalizando con el aminoacido en

la posicién-1), También preferiblemente, la tercera parte de la

#
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segunda construccién de ADN codifica un péptido lider que tiene
una secuencia de aminoacido como se muestra en SEC ID NO'23
(cadena ligera, empezando con el aminoacido en |la posicié6n-18
y finalizando con el aminoacido en la posiciéon-1)

Cada una de las construcciones de ADN es colocada
bajo el control de secuencia de control adecuada, en particular
bajo el control de un promotor adecuado Se puede utihizar
cualquier tipo de promotor, siempre que este esté adaptado al
organismo huésped en donde las construcciones de ADN seran
transferidas para la expresiéon. Sin embargo, s8I la expresion va
tomar lugar en una célula se mamifero, particularmente se
prefiere utilizar el promotor de un gen de inmunoglobulina.

El anticuerpo deseado puede ser producido en cultivo
de célula o en un animal transgénico. Un animal transgénico
adecuado puede ser obtenido de acuerdo c¢on métodos
estandares que Incluyen microinyeccidon en huevos de las
primera y segunda construcciones de ADN colocadas bajo las
secuencias de control adecuadas que transfieren los huevos asi
preparados a hembras pseudo-embarazadas apropiadas Yy
seleccionando un descendiente que exprese el anticuerpo
deseado

Cuando las cadenas de anticuerpo tienen que ser
producidas en un cultivo de célula, las construcciones de ADN
primero deben ser insertadas ya sea en un vector de expresién

individual en dos vectores de expresidn separados, pero

R
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compatibles, los uUltimos posiblemente siendo preferidos.

Por consiguiente, la invencién también proporciona
un vector de expresion capaz de replicar en una linea de célula
procariética o eucaridtica, el cual comprende por lo menos una
de las construcciones de ADN descritas anteriormente

Cada vector de expresibn que contiene una
construccion de ADN después es transferido a un organismo
huésped adecuado. Cuando las construcciones de ADN son
separadamente insertadas en dos vectores de expresién, éstas
pueden ser transferidas en forma separada, es decir, un tipo de
vector por célula, o co-transferidas, esta ultima posibilidad
siendo preferida. Un organismo huésped adecuado puede ser
una bacteria, una levadura o una linea de célula de mamifero,
ésta daltima siendo la preferida Muy preferiblemente, la linea de
célula de mamifero es de origen linfoide, por ejemplo, un
mieloma, hibridoma o una célula B inmortalizada normal, pero no
expresa ninguna cadena pesada o ligera de anticuerpo
endégeno

También se prefiere que el organismo huésped
contenga un gran numero de copias de los vectores por célula.
Si el organismo huésped es una linea de célula de mamifero,
este objetivo deseable puede ser alcanzado amplificando el
niumero de copias de acuerdo con métodos estandares Los
métodos de amplificacién usualmente consisten en seleccionar

resistencia incrementada para un farmaco, dicha resistencia

A
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siendo codificada por el vector de expresion.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un
procedimiento para producir una molécula de unién de cadena
multiple de la invencién, el cual comprende (1) cultivar un
organismo que es transformado con las construcciones, primera
y segunda, de ADN de la invencidn, y (ii) recuperar una molécula
de unién activada en la invencién a partir del cultivo

Alternativamente, l|las cadenas pesada y ligera
pueden ser separadamente recuperadas y reconstituidas a una
molécula de unién activa después de redoblamiento /1n vitro Los
métodos de reconstitucion son bien conocidos en la técnica,
ejemplos de estos métodos en particular se proporcionan en EP
120 674 o en EP 125 023. Por lo tanto, un procedimiento puede
comprender:

(i) cultivar un primer organismo que es
transformado con una primera construccién de ADN de Ila
invencidén y recuperar dicha cadena pesada o sus fragmentos del
cultivo, y

(n) cultivar un segundo organismo que es
transformado con una segunda construccidn de ADN de Ia
invencion y recuperar dicha cadena ligera o su fragmento del
cultivo, y

(i) reconstituir in vitro una molécula de unidn
activa de la invencién a partir de la cadena pesada o su

fragmento obtemdo en (1) y la cadena ligera o su fragmento

S
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obtenida en (1i)

En una forma similar, también se proporciocna un
procedimiento para producir una molécula de union de cadena
individual o dominio Individual de Ila invencién, el cual
comprende

(i) cultivar un organismo que es transformado con
una construccion de ADN, respectivamente codificando una
molécula de unién de cadena individual o de dominio individual
de la invencién, y

(n) recuperar la molécula del cultivo.

Las moléculas unién de la invencién exhiben una muy
buena actividad de regeneracidn de nervios como se muestra en,
por ejemplo, el modelo de excrecidn de neurita de célula de

granulo

9. Ensayo de excrecidén de neurita de céluia de granulo (In
vitro)

Se tomo tejido de cerebro (corteza y tallo del

* cerebro) y para cada ensayo se prepard recientemente extracto

de proteina como se describié previamente (Spillmann y otros,
1998, Identification and characterization of a bovine neurite
growth inhibitor (bNI1-220), Biol Chem. 1998, julio 24; 273 (30)
19283-93). Una pieza de tejido congelado (por ejemplo, 0.25 @)
se homogeneizd en 3-4 volimenes de 60 mM Chaps - 20 mM

Tris pH 8.0-1 mM EDTA con bloqueador de proteasa (10 uyg/ml de
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aprotinina-5 pg/ml, leupeptina-1ug/ml, pepstatina-1 mmM PMSF) a
4°C El homogenato se colocé en un aparato giratorio a 4°C
durante 30 minutos y se centrifugd a 100,000 g 45 minutos 4°C
en un rotor TLA 100 3 (Beckman TL-100 ultracentrifuge) Del
sobrenadante, se determind Ila concentracion de proteina
utilizando BioRad Se purificaron células de granulo cerebelares
a partir de puntos disociados de tripsina de tejido cerebelar de
rata post-natal de 5-7 dias como se describié6 previamente
(Niederost y otros 1999, Bovine CNS myelin contains neurite
growth-inhibitory activity associated with chondroitin sulfato
proteoglycans, J. Neurosci 19989, octubre 15, 19 (20): 8979-89)
Las moleculas de unién de la invenciébn después se pre-
incubaron durante 30 minutos en el sustrato de prueba y se
removieron antes de que se agregaran las células Se
agregaron células de granulos cerebelar y se incubaron durante
24 horas Para detener el experimento, se agregaron
lentamente 2 ml de formaldehido regulado en su pH al 4% a los
platos de cultivo Se adsorbié extracto de proteina de
membrana de cerebro de mono preparado como se describid
anteriormente, durante la noche a 15 pyg de proteina por cm? de
plato de cultivo en platos de Greinier de 4 cavidades (Greinier,
Nuertingen, Alemania) Los platos se lavaron 3 veces con una
solucién de Hank caliente antes de colocar las neuronas en las
placas. Se prepararon células de granulo cerebelar de rata

post-natal (5-7 dias) como se describié anteriormente, y se

™S
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colocaron en placas a 50,000 células/cm?. Las células se
cultivaron durante 24 horas en un medic libre de suero, se
fijaron y se inmunotiferon con el marcador de neurita MAB 1b
(Chemicon monoclonal Ab, 1 200). Para la tincién de los
cuerpos de célula, se utilizé6 DAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol,
diclorhidrato, de Molecular Probes) después de la tincién con
MAB 1b. Para experimentos con anticuerpos, se pre-incubaron
los mAbs de anti-Nogo-A o IgG Ab de control en los platos
durante 30 minutos y subsecuentemente se removieron

Se muestrearon aleatoriamente 4 campos a una
distancia definida hacia el borde de la cavidad para cada
cavidad utilizando un objetivo de 40 X contando todas las
Intersecciones de neuritas con una linea colocada a través del
centro del campo de pbservaclt&n Todos los cuerpos de célula
que tocan la linea también fueron contados, y se calculd una
relacién de indice de neuritas por cuerpo de célula para cada
cavidad segun reportado previamente (Simonen y otros, 2003,
Neuron 38, 201-211) Todas las cuentas se realizaron en forma
ciega en experimentos codificados y se expresaron como un
Indice de neuritas por cuerpo de célula Los resultados se
expresan como neuritis de Indice medio/cuerpo de célula,

La mejora de la excrecién de neurita de la célula de
granulo cerebelar en el ambiente no permisible del extracto de
médula espinal anteriormente preparado a través de incubacién

con una molécula de unién de la invencidn pudo ser observada.
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Por ejemplo, un perfil tipico para el efecto neutralizante de 3A6-

IgG1 humano y el anticuerpo 1gG4 en el modelo de excrecidn de
neurita de célula de granulo se proporciona a continuacién
Indice de Neurita/ % de incremento

Cuerpo de célula comparado con
IgG de control

sin anticuerpo 0 87
+Control 1gG 0 90
3A6 1gG1 0.1 pg/ml 1.44 60%
3A6 1gG4 0 1 pg/ml 1.43 59%
+Control IgG 092
3A6 I1gG1 10.0 pg/ml 1.69 84%
3A6 1gG4 10 0 pg/ml 1.55 68%

La actividad neutralizante de las moléculas de la invencién
también puede ser estimada midiendo el brote regenerativo y la
excreci6n de neurita y recuperaciéon funcional en modelos de
dafio de médula espinal in vivo descritos brevemente mas

adelante.

2. Modelos de dafio de médula espinal en ratas y monos
(in vivo)

Se dafaron microquirirgicamente ratas Lewis adultas
transectando la mitad dorsal de la médula espinal bilateralmente

en el nivel de l|la octava vértebra toracica La laminectomia,

%

4
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anestesia y cirugla se describen por Schnell y Schwab 1993
(Eur J Neurosci 5. 1156 - 1171)

Trazo neuroanatomico. el motor y el trato
corticoespinal sensorial se trazaron inyectando la dextranamina
de biotina de trazador de grado anterior {BDA) en la corteza del
lado opuesto a la bomba o al injerto La BDA se transporté a la
médula espinal en 10-14 dias y se visualizé utilizando
diaminobencidina (DAB) como un substrato como se describe por
Brosamle y otros, (2000 J Neurosci. 20 8061-8068)

Dos semanas después de un dafio de médula espinal
destruyendo alrededor de 40% del segmento T8 de médula
espinal, principalmente a la mitad dorsal, Iincluyendo ambos
CSTs principales: trazando el CST en animales de control se
mostré un grado moderado de brote reactivo del tractec Este
fenémeno corresponde al brote espontaneo en respuesta al dafio
bien conocido en la literatura Las ratas dafladas fueron
tratadas con las moléculas de unién de la Invencién o con
bombas suministrando las moléculas de union de la invencién, y
se pudo ver un brote mejorado en el sitio de lesién y la
regeneracién de excrecién de neurita de axones dafados de
neuritas daffladas. Ademas, los animales pudieron mostrar una
recuperacion mejorada de Ilas funciones sensoriomotoras.
Dichas pruebas funcionales se describieron previamente

(Merkler y otros, 2001, J Neuroscience 21,3665-73.

w
<



10

15

20

25

- 35 -

3. Distribucién de tejido de anticuerpos en el sistema

nervioso central de monos adultos

El anticuerpo 3A6 se purificé como IgG y se
concentré a 3 mg/ml en PBS. Se utihzé 1gG derivado de suero
de ratéon (Chemicon Int., Temecula/CA, USA) o un mAB dirigido
contra la auxina de trigo (AMS Biotechnology, Oxon/UK), como
tratamientos de control. Se utilizaron dos monos macacos
adultos macho (Macaca Fascicularis) en este estudio para la

infusidn intratecal.

Procedimientos quirurgicos

Se indujo anestesia a través de Inyeccion
intramuscular de cetamina (Ketalar®, Parke-Davis, 5 mg/kg,
Im) Se inyectdé, 1 m, atopina (0 05 mg/kg) para reducir
secreciones bronquiales Un catéter intravenosos se colocd en
la vena femoral para una continua perfusidn con una mezcla de
propofol 1% (Fresenius®) y una solucidon de glucosa al 4% (un
volumen de propofol y 2 volumenes de solucién de glucosa),
induciendo una anestesia muy profunda. EI| animal después se
colocé en wuna estructura de trabajo estereotaxica Bajo
condiciones estériles, se realizé una incisién en la piel de linea
media vertical de CD a Thi. El corte de fascia y los
procedimiento espinales de CD a Th1 se expusieron Los
musculos para vertebrales se retrajeron y las laminas de C6, C7

y Th1 se disectaron. Una laminectomia de C6 completa y una
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hemilaminectomia completa y una hemilaminectomia de C7
superior después se realizaron La dura madre se expuso y se
cortd longitudinalmente por arriba de los séptimo y octavo
segmentos espinales cervicales, correspondiendo a la zona
rostral de la porcién espinal cubierta por la sexta lamina
cervical Se insertd un tubo de polietileno (con una longitud de
10 cm), conectado a una bomba osmética (Alzet®, 2 ML1, flujo
50 upg/hr), suministrando el anticuerpo hNogo-A, por debajo de la
dura madre y se empujé algunos milimetros rostralmente y se
unié a la dura madre con una sutura La bomba osmética se
colocd y se aseguré en una cavidad hecha en la masa de
musculos traseros pocos centimetros mas baja que la
laminectomlia sobre el lado 1zquierdo. EI tubo se asegurd a lo
largo de su trayectoria con suturas al tejido muscular Los
musculos y la piel se suturaron y el animal se recuperd de la
anestesia usualmente en 15-30 minutos después de Ia
interrupcion de la perfusién venosa con propofol. El animal se
traté después de la operacién con un antibiético (ampicilina
10%, 30 mg/kg, s c.). Se proporcionaron diariamente durante 1
semana dosis adicionales de Carprofen.

Los monos se sacrificaron 8 dias después del
implante de la bomba osmética Primero se Indujo la sedacidn
con cetamina, como se mencioné anteriormente, seguido por una
anestesia profunda obtenida a través de inyeccién 1 p. De una

dosis letal de pentobarbital (90 mg/kg) Los animales fueron
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prefundidos trascardiamente con 0.4 litros de salina al 0.9%,
seguido por 4 litros de fijador (solucién al 4% de
paraformaldehido en 0.1 M de regulador de pH de fosfato, pH =
7.6). La perfusion se continudé con 3 soluciones de sacarosa de
una concentracion en incremento (10% en fijador, 20 y 30% en

regulador de pH de fosfato)

Procedimientos histolégicos, inmunofluorescencia e histoquimica

Se disectaron cuidadosamente cerebros y médulas
espinales de los monos, se crio-protegieron en sacarosa al 30%
y se seccionaron a 40 ym en un crioestato Para la deteccidn de
mABs infundidos, se utihizé un anticuerpo secundario anti-
humano (Jackson Laboratories) Para una doble marcacidén, se
pueden utihzar los siguientes anticuerpos: AS472 de conejo
(afinidad purificada) para Nogo-A enddégeno (Chen, 2000),
anticuerpos de conejo contra GFAP para astrositos, y un
anticuerpo de conejo contra Catepsina D (DAKQ) para
localizacién lisos6bmica. Todos antisueros fueron visualizados a
través de TRITC o FITC acoplado con anticuerpos secundarios
correspondientes, o utilizando el sistema ABC-DAB (Vector)

Las secciones se analizaron a través de
epifluorescencia en un Zeiss Axiophot o a través microscopio
confocal (ZEISS LSM 410).

Las médulas espinales se analizaron en el sitio de

infusién y 6 cm de caudal hacia las mismas. Se presentaron
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altos niveles de 3A6 en el sitio de Infusidn En la medula
espinal mas caudal, el canal central y la superficie de la médula
se marcaron fuertemente, mientras que materia gris y la materia
blanca mostraron una marcacién mas homogénea, la cual, sin
embargo, es especifica y claramente sobre el fondo. Una
situacion similar se presenté en el cerebro anterior con fuerte
marcacién de la superficie y ventriculos y buena presentacion
del anticuerpo Novo-A en el parénquima.

Estos experimentos muestran que l|a Infusidén
intratecal espinal de anticuerpos contra un antigeno de
superficie de célula del sistema nervioso central conduce a una
buena distribucién del anticuerpo a través de la circulacion de
CSF en lo espacios de licor internos (ventriculos, canal central)
y externos Los anticuerpos de I1gG penetran muy bien en el
cerebro y el tejido de la médula espinal Mientras que el IgG de
control se elimind rapidamente, el anticuerpo contra Nogo-A se

retuvo en el tejido

4. Pruebas para la reparacién de nervios y mejora

funcional en lesiones espinales en monos

Se Indujo anestesia a través de Inyeccién
Intramuscular de cetamina (Ketalar®, Parke-Davis, 5 mg/kg.
.m) Se inyectd, 1 m., atrop-ina (0 05 mg/kg) para reducir
secreciones bronquiales. Un catéter intravenosos se colocd en

la vena femoral para una continua perfusidn con una mezcla de
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propofol 1% (Fresenius®) y una solucién de glucosa al 4% (un
volumen de propofol y 2 volimenes de solucién de glucosa),
induciendo una anestesia muy profunda. EIl animal después se
colocé en wuna estructura de trabajo estereotaxica Bajo
condiciones estériles, se realizé una incisién en |la piel de linea
media vertical a partir de C2 hacia Th1 EIl corte de fascia y los
procedimiento espinales de C2 a Th1 se expusieron Los
musculos para vertebrales se retrajeron y las laminas de C6, C7
y Th1 se disectaron. Una laminectomia de C6 completa y una
hemilaminectomia C7 superior después se realizaron Con el fin
de suministrar las moléculas muy cerca de la {esién, la punta
libre de un tubo de polietileno unido a la bomba se fijo por
debajo de |la dura madre a pocos milimetros en forma rostral
hacia la lesidn

Se pueden realizar pruebas de destreza manual de
comportamiento de acuerdo con el procedimiento publicado La
destreza manual es entrenada colocando al mono sentado en
una silla de primate enfrente de un “tablero de Brinkman”
modificado con Perspex (10 cm x 20 cm) conteniendo 50
agujeros aleatoriamente distribuidos; 25 agujeros estando
orientados horizontalmente y 25 verticalmente {Liu, 1999
15428/id, Rouiller, 1998 13239/id} 2 7 La regeneracién y el
brote de fibras pur:heron ser analizadas como se describié. ElI
rastreador de grado anterior inyectado en el hemisferio derecho

fue dextramina biotinilada (BDA, Molecular Probe®, 10% en

S
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salina). En el hemisferio izquierdo, se inyectd el rastreador,
fluoresceina-dextran, de grado anterior fluorescente (Molecular
Probe®, 10% en salina) Se realizé un procedimiento histoldgico
para visualizar los rastreadores como se describid previamente
con detalle {Rouilller, 1994 8322/id}

Por lo tanto, la invencién también proporciona-

(i) el uso de las moléculas de unién de la
invencién en la reparacién de nervios de un sistema nervioso de
mamifero, en particular un sistema nervioso humano,

(1) un meétodo para reparar nervios de un sistema
nervioso de mamilifero, en particular el sistema nervioso humano,
el cual comprende administrar una cantidad efectiva de las
moléculas de unién de la invencién a un paciente con la
necesidad de dicho tratamiento, o

(in) una composicidn farmacéutica para reparar
medios de un sistema nervioso de mamifero, en particular el
sistema nervioso humano, que c¢omprende las moléculas de
unién de la nvencién y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable

En particular, las moléculas de unién de la invencién
son dtiles para la regeneracién axonal y brote mejorado después
del dafio de fibras nerviosas. De esta manera, las moléculas de
la invencién tienen una amplia utihidad, en particular, para seres
humanos. Por ejemplo, la molécula de unidn de la invencién es

util en el tratamiento de varias enfermedades del sistema
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nervioso periférico (PNS) y central (CNS), es decir, mas
particularmente en enfermedades neurodegenerativas, tales
como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotrofica (ALS),patologfia de tipo Lewy u
otros tipos de demencia en general, enfermedades después de
trauma craneal, cerebral o espinal, choque o una enfermedad de
desmielinacion Dichas enfermedades de desmielinacidn
incluyen, pero no se limitan a, esclerosis multiple,
desmielinacién monofasica, encéfalomielitis, leucoencefalopatia
multifocal, panencefalitis, enfermedad de Marchtafava-Biognami,
mielmolisis de pontina, adrenoleucodistrofia, enfermedad de
Pelizaeus Merzbacter, degeneracién esponjosa, enfermedad de
Alexander, enfermedad de Canavan, leucodistrofia
metacromatica y enfermedad de Krabbes. En un ejemplo, se
puede utilizar la administraciéon de las moléculas de unién de la
invencidén para tratar una enfermedad de desmielizacién
asociada con la proteina NogoA En otro ejemplo, las células
que expresan las moléculas de unidén de la Invencién pueden ser
transplantadas a un sitio de dafo de médula espinal para
facilitar el crecimiento axonal a través de todo el sitio dafiado
Dichas células transplantadas podrian proporcionar un medio
para restaurar la funcién de la médula espinal después de un
dafic o trauma Dichas células pueden ncluir células
envainadoras olfativas y células de tallo de diferentes linajes de

nervios fetales o injertos de tejido.

SOHR



10

15

20

25

- 42 -
El efecto del bloqueo de Nogo-A retrazado a largo
plazo en recuperacion funcional y elasticidad neuro-anatdémica
en ratas adultas después de choque fue el tema de un resumen
publicado por Shih-Yen Tsail, Anay Pradham, Josh Rosales, Anis
K Mir, Martin E. Schwab, Gwendolyn L Kartje un 2004 Se
administré el anticuerpo anti-amino Nogo-A purificado utilizando
bombas osméticas a ratas adultas 8 semanas después de una
oclusién de arteria cerebral media (MCAO) Se examind la
recuperaciéon de la funcién utilizando la prueba de obtencidon de
extremidad anterior y la prueba de caminata en el dafioc de
escalera. Los resultados preliminares mostraron que aun
cuando se traté con un bloqueo de anti-amino Nogo-A 2 meses
después del choque, la recuperacidon de la funci6n se mejoréo,
Ademas, las moléculas de unién de la invencién son
utiles para el tratamiento de trastornos oculares degenerativos,
los cuales pueden directa o Indirectamente involucrar la
degeneraciéon de células retinales o cérneas Incluyendo
retinopatias isquémicas en general, neuropatia 6ptica isquémica
anterior, todas las formas de neuritis ¢éptica, degeneracién
macular relacionada con la edad, retinopatia diabética, edema
macular cistoide {(CME), retinitis pigmentosa, enfermedad de
Stargardt, degeneracién retinal viteliforme de Best, amaurosis
congenital de Leber, y otras degeneraciones retinales
hereditarias, miopia patolégica, retinopatia de prematuros, vy

neuropatia Optica hereditaria de Leber, los efectos posteriores
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de trasplante de c¢dérnea o de cirugia cérnea refractiva, y
queratitis por herpes.

Ademds, las moléculas de unidén de la invencidén son
utiles para el tratamiento de condiciones psiquiatricas,
particularmente esquizofrenia y depresién

Para esas indicaciones, la dosis aproplada, por
supuesto, variara dependiendo de, por ejemplo, la molécula de
la 1nvencidn particular que serd empleada, el modo de
administracién y la naturaleza y severidad y la condicién que se
va a tratar En general, la dosis preferiblemente estard en la
escala de 1 pg/kg/dia a 1 mg/kg/dia. Las moléculas de unién de
la iInvencién son convenientemente administradas a través de
bombas o Inyectadas como terapéuticos en el sitio lesionado,
por ejemple, pueden ser administradas directamente en el
sistema nervioso central intracranealmente o en la espina
intratecalmente hacia el sitio lesionado

Las moléculas de unién de la invencidén pueden
provistas sclas o en combinacién, © en combinacién secuencial
con otros agentes. Por ejemplo, las moléculas de unién de la
invencién pueden administradas en combinacién con agentes
antiinflamatorios tales como, pero no limitAndose a,
corticoesteroides después de choque o dafio de médula espinal
como un medio para bloquear un dafio adicional neuronal y para
fa inhibicion de regeneracidon axonal, factores neurotréficos tales

como NGF, BDNF, u otros fdrmacos para enfermedades
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neurodegenerativas tales como Exelon™ o Levodopa Otros
patrones de combinacidn adecuados para el tratamiento de
choque son Ateplase y Desmoteplase (DSPA, por ejemplo,
descritos en WO 90/09438) En una modalhidad, la presente
invencidon proporciona una combinacién que comprende una
molécula de unidén de la invencién y Desmoteplase, en particular
para el tratamiento de choque asi como composiciones
farmacéuticas que comprenden dicha combinacion Como se
utiliza aqul, dos agentes se dicen que se van a administrar en
combinacién cuando los dos agentes son administrados
simultaneamente o se administran independientemente en una
forma que los agentes actuaran al mismo tiempo

La estructura de los ingredientes activos
identificados por numeros de codigo, nombres genéricos o
nombres comerciales puede ser tomada de la edicién actual de
compendio estér‘1dar ‘The Merck Index”, o de base de datos, por
ejemplo, patentes internacionales (por ejemplo, publicaciones
mundiales de IMS) u otras bases de datos provistas por la salud
de IMS. Su contenido correspondiente se incorpora aqul por
referencia. Cualquier experto en |a técnica esta totalmente
habilitado para identificar los ingredientes activos y, basandose
en estas referencias, asimismo habilitados para fabricar y probar
las Indicaciones farmacéuticas y propiedades en modelos de

prueba estandares, tanto /n vitro como in vivo.
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Las composiciones farmacéuticas de la invencidn
pueden ser fabricadas en una forma convencional Por ejemplo,
una composicién de acuerdo con la invencién, comprendiendo
las moléculas de la invencién, preferiblemente se proporciona en
forma lLofilizada. Para una administracion 1nmediata, se
disuelve en un vehiculo acuoso adecuado, por ejemplo, agua
estéril para inyeccidn o salina fisioldgica regulada en su pH
estéril

Para ayudar a hacer composiciones adecuadas, las
moléculas de unién de la invencion y opcionalmente un segundo
farmaco que mejore el efecto de las moiéculas de unién de la
invencién, pueden ser empacados en forma separada dentro del
mismo recipiente, con instrucciones para el mezclado o
administracién concomitante. Se proporcionan anteriormente
candidatos de farmaco secundarios y opcionales

El efecto sinergistico de una combinacién de las
moléculas de unién de la invencién y factores de crecimiento
tales como NGF, pueden ser demostrados /n vivo a través de los
modelos de dafio de médula espinal.

La invencién se entenderd mas completamente
haciendo referencia a los siguientes ejemplos Sin embargo,
éstos no deben ser construidos como limitantes del alcance de
la invencion

En los siguientes ejemplos, todas las temperaturas

estan en grados Celsius (°C)
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El anticuerpo monoclonal de atencién en los ejemplos

es una molécula de unién de acuerdo con la presente invencidn,

que comprende la parte variable de |la cadena ligera (SEC ID

NO:3) y la parte variable de la cadena pesada (SEC ID NO.2).
Se utilizaron las siguientes abreviaturas:

ELISA ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzima

FACS clasificaciéon de célula activada por

fluorescencia

FITC isotiocianato de fluoresceina

FBS suero de bovino fetal

HCMV promotor de citomegalovirus humano
IgG isotipo G de inmunoglobulina

MAbD anticuerpo monoclonal

PBS salina regulada en su pH con fosfato
PCR reaccién de cadena de polimerasa
Ejemplo 1: Métodos:

Generacion de construcciones de expresién de Nogo-
A humano (pRK7-hNogo-A). se clasifico una coleccién de ADNe
humano construido en lambda gt10 (Clontech) con grupos de
filtro por duplicado utilizando procedimientos estandares Los
fragmentos de Nogo-A humano se amplificaron a través de PCR
a partir de ADNc de cerebro entero humano (Clontech) utilizando
un protocolo estandar y subsecuentemente se clondé a

pBluescript, fueron digeridos y se asilaron, o se utilizaron como

RO
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sondas de clasificacion en forma directa. Se utihzd un
fragmento de Xhol/Smal de 400 bp como |la sonda 5’, y la sonda
3' se amplificé con los cebadores CA-NA-2F 5'-AAG CAC CAT
TGA ATT CTG CAG TTC C-3' (SEC ID NO 29) y CA-NA-3R 5'-
AAC TGC AGT ACT GAG CTC CTC CAT CTG C-3' (SEC ID
NO.30). Se aislaron clones positivos, se subclonaron y se
confirmé la secuencia. Para obtener un ADNc de Nogo-A
humano de longitud completa, se ensamblaron clones de
traslape utilizando un sitio de restriccion dnico EcoRl en la
secuencia de Nogo-A humano y se subclonaron en el vector,
denominado Pbsnogoa. Para obtener pRK7-hNogo-A, se Inserto
el ADNc¢ de longitud completa en el vector de expresion
eucariético pRK-1 a través de clonacidn direccional

Pldsmidos de expresién (ET28a-hNiG) de NiG humano
(hNiG) para produccién bacteriana: Se subcloné un fragmento de
ADN que codifica hNiG en BamHIXhol de pET28a (Novagen),
después de amplificacion de PCR de la regién de codificacion
respectiva de Pbsnogoa, en un marco con la etiqueta His- y T7
N-termina para expresion bacteriana, utilizando grupos de
cebador anterior 5'-GTC GCG GAT CCA TGG AGA CCC TTT
TTG CTC TTC-3' (SEC ID NO.31), Inverso 5'-GTT CTC GAG TTA
TGA AGT TTT ACT CAG-3' (SEC ID NO 32) EI plasmido final se
denominé pET28a-hNiIG. Después, el hNiG fue expresado en E
Coli BL21 pRP a través de la induccidn con 1 mM de isopropil-

beta-D-tiogalactopiranosida (IPGT)

S



10

15

20

25

- 48 -

Generacion del pléasmido de expresién NiG-exdn-3 de

ratén (mNi1G-exodn-3). La regién que codifica el exé6n 3 de ratén
se amplificé a partir de la plantilla de BAC de genoma de ratén
con los cebadores: anterior §'-GTG CGG ATC CAT GGA TTT
GAA GGA GCA GC-3' (SEC ID NO 33); inversa 5'GTT TCT GCA
GTG AAG TTT TAT TCA GCT C-3' (SEC ID NO.34), y se
subcloné en los sitios de clonacién BamHI/Xhol de pET28a. La
construccion de plasmido final se denominé pET28a-mNig-ex6n3
Clonacion de NiG de mono. Se aisl6 ARN poliA de

tejido de cerebro de mono congelado y el ADNc se sintetizaron
utilizando un cebador oligo dT Dos fragmentos traslapantes
cubriendo la regién 5' y 3' del ADN¢ fueron amplificador a través
de PCR utilizando cebadores de secuencia especifica y una
enzima de prueba de lectura Los cebadores se designaron
utilizando la secuencia conocida del ADNc de NIG humano Para
la amplificacién del fragmento 5 los cebadores son 5'-
TCCACCCCGGCCGCGCCCAA-3’ (SEC ID NO:35) y &
AATGATGGGCAAAGCTGTGCTG-3' (SEC ID NO 36), para el
fragmento 3', 5'GGTACAAAGATTGCTTATGAAACA-3' (SEC ID
NO:37) y 5'-AGCAGGGCCAAGGCAATGTAGG-3' (SEC ID NO 38).
Los dos fragmentos después se subclonaron y para cada
fragmento por Ilo menos se secuenciaron 4 clones
independientes EI ADNc de longitud completa fue ensamblado a
travées de PCR de traslape utilizando los cebadores mencionados

anteriormente y el producto resultante se clondé y se secuencié

%
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de nuevo

La produccidén de proteina de Nogo N:G recombinante
se definid6 como antes La coleccidén de eliminacién de Nogo-A
bacteriano se expresé en Escherichia coli Se extrajeron las
proteinas ya sea a través de aplicacién de sonido repetido en
regulador de pH de sonido (20 mM Tris, 50 mM NaH,PO,, 100
mM NaCl, pH 8 0) con 075 mg/ml de lisozima, a través de
solubilizacién con B-Per™ (Pierce) o con 8 M de urea. Se
obtuvo el NIG expresado con el Ilider pelB del espacio
periplasmico de acuerdo con el protocolo de Novagen para la
purificacién de proteina periplasmica Los sobrenadantes de las
construcciones PET28 se purificaron utilizando el método CO?%*-
Talcon™ Metal Affinity Resin (Clontech) en un procedimiento
intermitente. 8 M de urea y los lisatos solubilizados B-Per™ se
llevaron a condiciones de no desnaturalizacién sustituyendo en
forma incrementada el regulador de pH c¢on regulador de pH de
sonido durante el procedimiento intermitente de resina Las
proteinas se eluyeron con 250 mM de imidazol en regulador de
pH de sonido en una columna de gravedad (BioRad). Las
proteinas de NiG se purificaron adicionalmente a través de
filtraciéon de gel en Superdex 200 HiLoad 16/60. Los
sobrenadantes de las construcciones de pGEX-6P se purificaron
con una columna de G-sefarosa en un procedimiento intermitente
de acuerdo con las indicaciones del fabricante {(Amersham

Pharmacia) Se realizé la escision de GST-Nogo-66 incubando
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GST-Nogo-66 solubilizado con proteasa Pre-Scission y
subsecuente purificacion mediante HPLC Se realizaci6n la
electroelusién de gel a través de SDS-PAGE de preparacién de
Nogo recombinante purificado con IMAC y la elusién con BicRad
Electro-Eluter en 50 mM de Tris, pH 7 4, 100 mM de NaCl, 0 2%
(p/v) CHAPS durante 1 hora a 250 mA y seguido por 30
segundos de polaridades Invertidas de electrodo. Se
determinaron las concentraciones de proteina de proteinas
purificadas mediante cromatografia, utilizando Pierce Coomassie
Stain and BSA como proteina estandar Se calcularon las
concentraciones de protelna de gel que eluyd proteinas
basandose en una intensidad de banda de geles tefiidos con
plata (Merril CR, Dunau ML, Goldman D (19881) Una rapida
tincién de plata sensible para polipéptidos en geles de

pohiacrilamida Analyt. Biochem. 110:201-207) con BSA como un

estandar.
Ejemplo 2: Generacién De Mab De 3a6-lgg Humano

Se Iinmunizaron subcutaneamente ratones Medarex
(recombinantemente reconstituidos con genes de

inmunoglobulina humana) con NIG humano, correspondiendo a
una secuencia particular en Nogo-A humano. Se generé el
anticuerpo monoclonal 3A6 a través de tecnologia de hibridoma
estandar mediante la fusién de las células del bazo del ratén

con una linea de célula de hibridoma

?
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La inmunizacién de ratones Medarex se realizd con
NiG humano 70 ug/ratén en la parte posterior del cuello y
costados, concentracién s¢ 15 mg en 1 9 ml de Viv mezclado
con auxiliar de titulacién maxima La inyeccién de 180 yl
s.c /ratén y subsecuentemente se reforzaron varias veces

La determinacién de las titulaciones Ab de anti-Nogo
en el suero con ELISA se realizd en placas de 96 cavidades que
fueron cublertas con 8 ug/ml de NiG humano en PBS (100
pl/cavidad} Se incubaron 4 horas a temperatura ambiente (RT).
Las placas se salpicaron y se volvieron a Illenar con 200
pl/cavidad con regulador de pH de bloqueo (PBS+5% BSA), se
cubrieron y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente o
durante la noche a 4 grados, después se lavaron 4 veces con
agua corriente, se volvieron a llenar con PBS y se salpicaron.
Se diluy6 suero de ratén en PBS+10% FCS (100 pl/cavidad), y
se incubdé durante 2 horas a temperatura ambiente o durante la
noche a 4 grados Las diluciones de suero de ratén utilizadas
fueron 1.100, 1.1000, 1:10,000, 1.30,000 Se repitio el paso de
lavado Se diluyd el conjugado Ab de HRP especifico de Fc de
IgG de anti-humano de F(ab’)2 de cabra en PBS/0.1% BSA/0.1%
Noridet 40 (100 ul/cavidad) y se incub6é 2 horas temperatura
ambiente o durante la noche a 4 grados. Se repiti6 el paso de
lavado. Se agregaron 100 pl/cavidad del substrato de POD de
azul BM y se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente

durante 15 minutos y se agregaron 50 ul/cavidad de 1 m H2S04

SSV
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para retener la reaccion del sustrato HPR La O'D se determind
utilizando un lector de microplaca fijado a 450 nm Se realizé la
clasificacion de hibridomas y clones con ELISA como se
describié anteriormente El NiG humano (8 pg/ml, E. Coli).
Isotipificacion de 1gG con ELISA Se realizaron experimentos
para determinar |la subclase de 1gG de los anticuerpos Las
placas se cubrieron con NiG humano y se utilizaron
sobrenadantes de cultivo a diluciones de 1°10 a 1:100. Se
evalué la reactividad de los anticuerpos sutilizando un panel de
mAbs conjugado con HRP de la subclase IgG antihumano de
raton (1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4) a través de incubacién durante 4
horas Se utilizé mAb de IgG 1 anti-MCP1 como control positive
El ensayo de ELISA se realizd como se describié anteriormente.
Se realizé |la generacion de hibridomas a partir de los ratones
con las titulaciones suero mas altas contra NIG humano en el
ELISA y se seleccioné para fusion EIl ratén fue sacrificado a
través de inhalacion de CO2. Se tomd asépticamente el bazo y
se hizo una suspension de célula individual Se lavdé en calcio
de PBS, libre de magnesio. Las ceélulas de mieloma de ratén
(PAIO) se lavaron en PBS Se agregaron numeros iguales de 50
millones de células de bazo de ratén con células de mieloma de
ratébn y se hicieron girar a temperatura ambiente durante 10
minutos, 900 RPM EI sobrenadante se retir6 cuidadosamente y
completamente Se agregaron gota a gota 1 ml de PEG 4,000

como agente de fusién (50 50 en PBS) bajo agitacién con luz
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durante 2-3 minutos a temperatura ambiente Se agité
moderadamente en un bafio de agua a 37 grados durante 90
segundos. Se agregaron gota a gota de 5 a 10 ml del medio
RPMI 1640 durante 5 minutos para diluir el PEG, a temperatura
ambiente durante 10 minutos Se agregaron otros 20 ml de
medio libre de suero vy se centrifugd. Se volvid suspender en
una cantidad apropiada del medio HAP (RMPI| mas 10% FCS + 20
ml/litro 50x HAT). Las células fusionadas se colocaron en
placas en 100 pl/cavidad, en cavidades conteniendc una capa
alimentadora de células peritoneales de ratones Balb/c (1
ml/cavidad)

La preparacién de células peritoneales de ratén se
realizé 24 horas antes y se prepararon cultivos de 1 ml en el
medio Hat, una placa Costar de 24 cavidades EIl rendimiento de
un ratén es suficiente para una placa de 24 cavidades igual a
aproximadamente 2,000 células/cavidad Después del sacrificio,
la cavidad peritoneal se lavé en 5 ml de 0 34 M de sacarosa,
utihzando una jeringa de 10 ml y un calibre de aguja 18 Se
reunieron grupos de 6 ratones en un tubo, se centrifugaron y se
volvieron a suspender en el medio HAT y se formaron alicuotas
en las cavidades

El medio de cultivo fue RPMI 1640 con Glutamax,
conteniendo 100 uM de hipoxantina, 1 6 yuM de timidina, 0 4 uyM
de aminoptrina, 50 pM de beta-mercaptoetanol, 50 ug/ml de

gentamicina, FCS inactivado con calor al 10% El medio se

™
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intercambidé con 50% cada tercer o cuarto dia, dependiendo de la
velocidad de crecimiento y de la apariciobn de hibridomas vy
después de 14 dias de que el medio de HAT se intercambi6 con
un medio de HT dejando fuera aminoptrina La clasificacién de
hibridomas y la generacién de clones asi se probaron
sobrenadantes cuando las cavidades alcanzaron
aproximadamente 80% de confluencia a una dilucién de 13 en
ELISA como se describié anteriormente Se realizé la clonacibn
de célula individual a partir de hibridomas que fueron positivos
para Ab anti-Nogo mediante dilucién de limitacién. La clonacién
se realizé mediante dilucién de hmitacién, colocando en placas
0 5 células/100 pl/cavidad. Se establecieron 4 x 96, 100 pl
cavidades. Se utilizaron células de PE de ratdén para la capa
alimentadora. El crecimiento clonal se verifico
microscopicamente, se agregaron 100 pl del medio un dia antes
de realizarse la clasificacion Las velocidades de crecimiento
de hibridomas individuales variaron, pero aproximadamente 10
dias se necesitaron para que los cultivos estuvieran Ilo
suficientemente densos para producir suficiente anticuerpo. La
clasificacién de sobrenadante se realiz6é a una dilucién de 1:10,
1 100 La expansion de cultivo de clones positivos se realizé y
se adaptd para reducir condiciones de suero de 1% para la
produccién en botellas de rodillo y la purificacion se realizd a
partir de sobrenadantes de cultive utilizando afinidad de

protelina A.
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Ejemplo 3: Produccion Y Purificacion De Mab De 3a6 De
Ratén Y Fab 3a6

Se utilizé una columna de Sepharose CIl-4B de
proteina A {(Pharmacia; altura del lecho 11 cm) En resumen, el
sobrenadante de cultivo después de una correccién del pH a 8 1
se cargd a 5 ml/minuto y la columna se lavd a una linea de base
a 8 ml/minuto utilizando 100 mM Na,HPQO,4, pH 8.1. EIl material
unido se eluyd finalmente a 8 ml/minuto utilizando 50 mM
NaH,PO4, pH 3.0, 140 mM NaCl e inmediatamente se neutralizé
(pH 7.0) con 5 N de NaOH y se filtré6 en forma estéril. Se
verificd la absorbancia 280 nm La porciébn del matenal
purificado finalmente se concentré adicionalmente a través de
ultrafiltracidon y/o se dializé contra PBS. Todos los reguladores
de pH utilizados en la purificaciéon se filtraron en un dispositive
de flujo tangencial 10 kDa ULTRASETTE™ (Filtron Technology
Corporation) con el fin de remover posibles tontaminaciones de
endotoxina. Por la misma razén, la resina de proteina A se lavd
extensamente con etanol al 20% y todas |as tuberias/bombas se
trataron con 0.1 M de NaOH antes de uso Se midié Ila
concentracién de proteina espectrofotométricamente a 280 mi
utilizando una absorcién de referencia de 1 35 para 1 mg/ml. La
pureza se analizé en forma rutinaria a través de SDS-PAGE bajo
condiciones de reduccién utilizando geles de gradiente Novex al
4-20%. Se midié el contenido de endotoxina a través de la

reaccidn de lisato de Limulus Amoebocyte (LAL) clasico de
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acuerdo con las instrucciones del fabricante (Endotell Ag,
Allschwil, Suiza).

Generacién de fragmentos Fgy, Una porcién de mAb
de 3A6 de ratén se dializé extensamente contra 100 mM de
acetato de sodio, pH 5.5, 2 mM de EDTA y se ajustdé a una
concentracion de 6 mg/ml Se generaron fragmentos de F,, a
través de digestiobn con papaina (relacién p/p 1 200) en
presencia de 0 25 mM de cisteina. La reaccidbn se dejé
proseguir durante 16 horas a 37°C y después se detuvo a través
de la adicidn del inhibidor de papaina especifico E64 (N-[N-(L-3-
trans-carbocirana-2-carbonil)-L-leucil]-agmatina) en un gran
exceso (10 uM) El anticuerpo ingeridoc después se pasd a
través de una columna de proteina A de flujo rapido de
Sepharose con el fin de r.emover el material intacto y los
fragmentos de Fc La fraccién de F,, se dializo extensamente
contra PBS y se concentré a aproximadamente 3 mg/ml (La

papaina y E64 son de Roche Molecular Biochemicals)

Ejemplo 4: Hpic, Espectrometria De Masa Y
Secuenciacién De Aminoacido N-Terminal De La Regién V,_ Y
Vi

a) Reduccién y alquilacion- se disolvieron
anticuerpos 3A6 secos, purificados en 40 yl de 8 M de urea, 0.4
M de NHHCO,, pH 8.3. 60 ug de DTT (Calbiochem), predisuelto

en 10 uyl del mismo regulador de pH como la proteina, fueron
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agregados Se realizd la reduccidn a 50°C durante 30 minutos
bajo argén (100 veces el exceso molar de DTT sobre ticles de
proteina). Después de la reduccidén, la mezcla se enfrico a
temperatura ambiente Se agregaron 304 pg de yodoacetamina
(Sigma Ultra, 1-1149) en el mismo regulador de pH como la
proteina. Se realizé la carboxamidometilacién a temperatura
ambiente durante 15 minutos en la oscuridad. Se agregd 1 pl de
R-mercaptoetanol para extinguir |a reaccidén

b) Aislamiento de cadena pesada y ligera. Se
aislaron cadenas pesada y ligera carboxiamidometiladas del
anticuerpo a través de cromatografia de liquida de alta presion
de fase inversa (RP-HPLC) en un sistema de 1090 M de HPLC de
Helett Packard con un sistema de bombeo DR5 y un detector de
UV de arreglo de diodo Las condiciones para la cromatografia
fueron: columna de 21 x 100 mm de PerSeptive Biosystems
Poros empacada con un material de R1/H; flujo de 0.5 ml/minuto;
solventes: (A) TFA al 0.1% en agua y (B) TFA al
0.09%/acetonitrilo/agua, 9°1, gradiente 25-70% B en 8 minutos a
BO°C, deteccién a 218/280 nm

c) LC-ESI-MS: Se realizé la espectrometria de
masas utilizando un espectrémetro de masas en tandem hibrido
de tiempo de vuelo de 4 polos Q-Tof {(Micromass, Manchester,
UK) equipado con una fuente de ionizacién de electroaspersidn
de tipo Z Micromass (ESI). La escala de masa de adquisicidn

tipicamente es m/z 500-2000. Los datos se registraron y se

™
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procesador utilizando el software MasslLynx Se logro |la
calibracidén de la escala de 502-2500 m/z utilizando los picos de
16n de carga multiple de mioglobina de corazdn de caballo (MW
16951 5)

d) HPLC-MS de cadena pesada y ligera La
separacién de |a cadena pesada y ligera reducida vy
carboxamidometilada se realiz6 en un sistema de HPLC HP1100
(Hewlett Packard, Palo alto, CA, USA), empleando una columna
de 1 mm x 150 mm de LC Packing empacada con Perseptive
Biosystems POROS R1/H La columna se mantuvo a 60°C Se
inyectaron volimenes de muestra de 10 pl en la columna
utilizando un automuestreador CTC PAL (CTC, Zwingen, Suiza),
se filtrd6 con una valvula de HPL modelo C6UW Valco (Valco,
Houston, TC, USA) y un lazo de inyecciéon de 10 yl La HPLC se
controlé a través de software MassLynx (Micromass, Manchester,
UK). La deteccion de UV es a 214 nm. EI eluyente A es agua
conteniendo TFA al 0.05% EI eluyente B es una mezcla de 1 9
de agua acetonitrilo conteniendo 0 045% de TFA Un gradiente
de 20% B a 90% B se operd en 20 minutos a 80°C La velocidad
de flujo tlpicamente fue de 60 pl/minuto. EI flujo total a partir
del sistema LC se introdujo en la célula de deteccidén UV,
después la fuente ESI sin ninguna separacién EIl sistema HPLC
se controld y la sefial del detector UV se procesd utihzando el
software MassLynx (Micromass, Manchester, UK). Se detectaron

las siguientes 5 sefales
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Tahla 1:

Medido Interpretacion de Senal

A = 50614 2 Da |Cadena pesada con carxamidometil-
cisteina {(CAMCys)

5077645 Da |Sefial A+162 Da (= hexosa)

23727 8 Da |Cadena ligera con CAMCys

m
n nu

e) Secuenclacidn de aminoacido N-terminal de las
regiones V. y V4 Se utilizaron picos de cadenas pesada + ligera
reunidos a partir de HPLC para analisis de secuencia Se
determinaron las secuencias de aminoacido en un sistema de
secuenciacién de proteina N-terminal G1000A de Hewlett
Packard El sistema realiza la quimica Edman automaéatica en
muestras de proteina en muestras de proteina retenidas en
columnas bifasicas de adsorcidén de miniatura Se utilizd un
método de quimica optimizada (doble acoplamiento 3.0) para
mejorar la eficiencia quimica, reducir al mlnimo I|as
interrupciones y con esto extender el anéalisis de secuencia
aproximadamente 50 residuos. Se realizd el analisis de PTH-
aminoacidos en un sistema de HPLC de Hewlett Packard HP
1090 en linea, equipado con un sistema de bombeo ternario y

una columna de PTH de agujero estrecho (2 1 mm x 25 cm)

Resultados
A partir del analisis de masas, se determinaron las

cadenas pesada y ligera homogéneas de 3A6-1gG1 de ratén. La
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cadena pesada estd individualmente glicosilada El analisis
total de masas de la cadena pesada y ligera muestra una masa
individual para ambas cadenas. La cromatografia de HPLC de
3A6-1gG1 de ratdén muestra un pico individual Después de
purificacion de HPLC seguido por la reduccién y alquilacién de
cadena pesada y ligera estan disponibles Se realizé la
degradacion de secuencia N-terminal en la cadena ligera y la
cadena pesada Los aminodcidos de la secuencia N-terminal de
la cadena ligera y la cadena pesada se identificaron a través de

degradacién de secuencia.

Cadena Ligera

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVS

Cadena Pesada

EVAQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF

Ejemplo 5: Clonacion De Los Genes De Cadena Pesada Y
Ligera De mAb De 3a6 Humano

Se prepard ARN total a partir de 107 células de
hibridoma (clon 3A6) utilizando el reactivo TriPure (diagndstico
Roche, Alemania, No De catdlogo 1667157) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante Para la sintesis de ADNc¢c, se aisld
ARNm del ARN total preparado anteriormente utilizando la resina

Oligotex Resin (Qiagen, Alemania, No. De catalogo 70022)
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Se generd ADNc a través de trascripcién inversa
utilizando las siguientes condiciones: 2 pl de ARNm, y 2 ul 10
veces de regulador de pH de trascripcién inversa, 2 pl de
cebador (dT)ze (10 pM), 0 5 pl de Rnasin (Promega, 40 U/ml), 2
ul dNTPs (6§ mM cada uno), 1 pl de transcriptasa inversa
Omniscript™ (Qiagen, No De catalogo 205110), 10 5 pul de
ddH,0, reaccién: 1 hora a 37°C Para amplificacién de PCR del
ADNc que codifica para las regiones V4 y V., se utilizéd la
polimerasa de ADN ProofStart™ de enzima a prueba de lectura
PCR de cadena ligera y pesada En mezcla de
reaccién’ 2 pl de DNAc, 5 pul 10 veces regulador de pH de
reaccién, 3 yl de dNTPs (5 mM cada uno), 2 y de cebador 5' (10
MM) (ver Cuadro 2), 2 uyl de cebador 3' (10 uyM) {(ver Cuadro 2), 1
pi de ProofStart (Qiagen, No De catalogo 202203), 36 i
ddH,;0 Condiciones de PCR. 95°C/5 minutos (95°C/40
segundos, 53°C/ 1 minuto, 72°C 1 minuto) x 35, 72°C/10
minutos. Los productos de PCR resultantes se ligaron
directamente a pCRbIuntTOPO (Invitrogen). La mezcla de
ligacién fue transfectada a células TOP 10 (Invitrogen) y se
recogieron varios clones. La secuencia de nucleétido de la
parte variable de la cadena pesada del mAb de 3A6 (V-H, SEC
ID NO:43) y de la cadena ligera del mAb de 3A6 (V-L, SEC ID
NO‘44, se determinaron los ADNcs en un secuenciador ABl Los
10 clones de tos ADNcs de cadena ligera de mAb3AG6 de dos

experimentos independientes (ARN -5 ADN¢ - RT-PCR) fueron

B
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secuenciados y se alinedron. La secuencia de amino#cido

-subsecuente de V-H y V-L se muestra en SEC ID NO 2 (V-H) y

SEC ID NO 3 (V-L) Los cebadores utilizados para la
amplificacién de PCR de los ADNcs de V4 y V., se sintetizaron a

través de MWG Biotech, Alemania

Tabla 2:
Cebador Secuencia SEC
1D NO:
5'-V_ lider 9ctatggccATCGAAGCCCCAGCTCAG 39
3'-Ck ttaggaattcCTAACACTCTICCCCTGTTGAAG 40
5'-Vy lider aatgtcgaccATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGG |41
3'-CHy gozne |[ttagTTATGGGCACGGTGGGCATGTGTGAG 42

Clonacién de lo vectores de expresién de 1gG4
Clonacién molecular de la regién Vy

El ADNc de Vy se amplifico a través de PCR a partir
del plasmido pCRIl recombinante utilizando los cebadores #1 y
#2 E| fragmento de PCR resultante se corté con BstEll y se
subclond en el sitio Hincll/BstEll de HCcassAAL, generando el
plasmido intermedio nogohccass. Al utihzar el cebador
IgG4HCS5', se logrd un intercambio de aminoacido (glutamina en
lugar de acido aspartico) en el lider de cadena pesada en la
posicién-2 La correcta secuencia se verificé a través de
secuenciacion automatica y el fragmento de ADNc se V, se

liberé a través de la digestion con Xbal/BamHI La ligacién a
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BamHI!/Xbal fue digerida en hcMCPfin, y dio como resultado la

coanstruccion final de la expresién AnogoHC3AG.

Clonacién molecular de la regién V,

El ADNc¢ de V. se amplificé a través de PCR a partir
del plasmido pCRII recombinante utihizando los cebadores #3 vy
#4, introduciendo de esta manera Mlul y un sitio Hindlli Al
introducir el sitio de restricciéon Hindlll se presenté un
intercambio de aminoacido (R —» K) en la regién de unién Esto
da como resultado el cambio de la regién de unién de tipo J5 a
un tipo J2. E! fragmento de PCR resultante se subclondé en
pCRIl-rasurado y la secuencia se verificé EI| fragmento correcto
se liberd a través de la digestion de MIul/Hindlll y se ligd en el
vector de expresiéon. LCvec-AAL 160 de esta manera creando el

plasmido final AnogoLC3A6

Cebador (Descrip. |Secuencia SEC ID
# NO:
1 IgG4HCS5' |CAGGCAGAGGTGCAGCTGGTGGA
GTCTGG
IgG4HC3' |aaaTTGGTGGAGGCTGAGGAGACG
3 1gG4LC5' |aaaaacgcgttgtGAAATTGTGTTGACA
CAGTCT
4 IgG4LC3’' (AaaaaagcttTGTCCCTTGGCCGAAG
GTGATC

Caracterizacién de mAb de 3A6 humano
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EjJemplo 6: Unién de 3A6 y Fab a Nogo-A humano
utilizando ELISA
Se cubrieron placas de PS de 96 cavidades de
Greiner (#655161) con 0.4-2 upg/ml de fragmentos de protelna
Nogo en PBS (100 pl/cavidad) se cubrieron y se incubaron 4
horas a temperatura ambiente Las placas se salpicaron y se
volvieron a llenar con 200 ul/cavidad de regulador de pH de
bloqueo (PBS+2% BSA), se cubrieron y se incubaron 1 hora a
temperatura ambiente o durante la noche a 4°C, después se
lavaron 3 veces c¢on agua y una vez con PBS Se diluyeron
diferentes concentraciones de IgG1 de 3A6 humano, mAb de
lgG4 o Fab de 3A6 en PBS + BSA al 2% (100 pl/cavidad), y se
incubaron 2 horas a temperatura ambiente o durante la noche a
4°C. EI| paso de lavado se repitié y se agregd IgG antihumano
de cabra conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) a una
dilucién de 1:'5000 (Jackson Immuno Research #109-036-098) o
HRP anti-humano de burro a una dilucién de 1 5000 Jackson
Immuno Research 709-035-149) para 3AB8Fab en PBS/BSA al
0 1%/Nonidet 40 al 0 1% (100 p/cavidad) y se incubé durante 2
horas a temperatura ambiente o durante la noche a 4°C y el
paso de lavado se repitié La reaccién de HRP se nicié
agregando 100 pl/cavidad de POD de azul BM (Roche #148281)
y se Incub6 en la oscuridad a temperatura ambiente durante 15
minutos. Se agregaron 50 upl/cavidad de H2S04 1 M para

detener la reaccién del sustrato HRP y la densidad dptica se

J%
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determiné utilizando un lector de microplaca (Packard Spectra

Count) fijado a 450 nm

Resultados:’
Los 3A6 1gG1, IgG4 mAbs y 3A6 Fab humanos se
unen a NiG humano a concentraciones muy bajas sobre la escala

de 0.01-10 nM

Ejemplo 7: Mediciones de afinldad de biosensor para
3A6-1gG1, 3A6-1gG4 vy 3A6 Fab de ratén para dominios Novo-A

La afinidad de 3A8-1gG1 mAb, 3A6-1gG4 mAb de
ratén, y de 3A6 Fab se midié a través de resonancia de plasmén
de superficie (SPR) utilizando un biosensor éptico BlAcore 2000
(Biacore, Uppsala, Suiza) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante El' NiIG humano recombinante se inmovilizd
covalentemente en una célula de flujo de un circuito integrado
de sensor CM5 utilizando quimica de acoplamiento de amina En
resumen, la matriz de dextrana carboximetilada se activo
inyectando 35 yl de una solucién conteniendo 0 025 M de NHS y
0.1t M de EDC Para la inmovilizacidn en el circuito integrado
del sensor, el NIG humano recombinante se diluyé en 0 01 M de
regulador de pH de citrato a un pH de 4 y se inyectd a una
velocidad de flujo de 5 ul/minuto para lograr niveles de
acoplamiento permitiendo las mediciones de afinidad La

desactivacion del grupo de NHS-éster restante se realizé a



10

15

20

25

- 66 -
través de la inyeccion de 35 pyl de 1 M de clorhidrato de
etanolamina (pH 8.5) La superficie de circuito integrado de
sensor se regenerd inyectando 5 pyl de 0 1 M de HCL. Para la
medicién de la afinidad, los anticuerpos se inyectaron a
diferentes concentraciones, variando de 0.50 nM a 100 nM, a
una velocidad de flujo de 200 pl/minuto Después de cada
inyeccion, la superficie del circuito integrado de sensor se
regenerd con la inyeccidn de 10 ¢l de 01 M de HCI sin la
pérdida de la actividad de unién sobre la superficie Las
restricciones cinéticas, ka y kd y las constantes de afinidad ka y
kd se evaluaron utilizando el software BlAevaluations 3 0
suministrado por el fabricante.

Medicion de afinidad en BlAcore Las constantes
cinéticas y de union de afinidad de 3A6-igG1 mAb, 3AB-IgG4
mAb de ratén, y del fragmento de Fab monovalente derivado de
3A6 al Nogo A recombinante, se midieron en tiempo real
utilizando resonancia de plasmén de superficie (SPR) (Biacore).
Para este analisis, se acopldé el NiG humano recombinante en
una superficie de circuito integrado de sensor y se inyectaron
diferentes concentraciones de los anticuerpos Se derivaron los
parametros cinéticos de las interacciones de unién de los
sensogramas a través de ajuste de curva no lineal Las
constantes de afinidad a equilibrio para NIG humano para los
anticuerpos estuvieron en la escala de KDs 0 14 nM a 2.7 nM

para 3A6-1gG4, 3A6-1gG1, 3A6 Fab

R™
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Ejemplo 8: Identificacion del epitope mAb de 3A6 con el
analisis Pepspot

La membrana de Pepspot se compré6 en Jerini Peptide
Technologies, Berlin, Alemania. Antes de la primera incubacién,
la membrana se enjuagé con etanol durante 1 minuto y 3 veces
con TBS durante 10 minutos Antes de cada incubacién con el
primer anticuerpo, la membrana se incubé en regulador de pH de
bloqueo durante la noche a 4°C Después de lavar durante 10
minutes con PBS-T, la membrana se incubé con el primer
anticuerpo en el regulador de pH de bloqueo durante 3 horas a
temperatura ambiente. Las concentraciones de anticuerpo son
c(3A6) = 0.6 nM. Después de tres lavados con TBS-T durante 10
minutos, !a membrana se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente con el anticuerpo marcado con HRP secundario
correspondiente (Fab2 de 1gG humano de anti-cabra de Jackson
Immuno Research) a una dilucidn de 1:500,000 en regulador de
pH de bloqueo. Después de tres lavados con TBS-3T, la
membrana se 1ncubo con el reactivo de deteccién de
quuimioluminiscencia (ELC Advance, Amersham Biosciences) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y se expusieron a la

pelicula

Anilisis de Western Blot con proteinas Nogo-A humano y de
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El analisis de Western Blot se realizé de acuerdo con
métodos estandares Se aplicaron a cada carril 10 ng de NIG
humano purificado a partir de E Coli, se realizé la SDS-PAGE vy
se transfirieron a membrana de nitrocelulosa. EIl bloqueo es 4°C
en regulador de pH de bloqueo durante la noche Después de la
incubaci6n del anticuerpo (1 nM en regulador de pH de bloq:Je al
0 5%) con el péptido (10-, 100- y 1000 veces un exceso molar de
péptido, epitope del péptido NIG humano,
HNQQELPTALTKLVKED, péptido mezclado H-
ETQLAKLPVDKTQE, Jernni Péptide Technologies, Berlin,
Alemania) durante 1 hora a temperatura ambiente, la membrana
se agregé a esta solucion y se incubé durante 1 hora a
temperatura ambiente en un agitador. Después de 3 lavados con
PBS-T durante 10 minutos, la membrana se incubdé durante 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo marcado con HRP
secundario correspondiente (Fab2 de |1gG humano de anti-cabra
de Jackson Immuno Research) a una dilucién de 1.100 000 en
regulador de pH de bloqueo Después de 3.lavados con PBS-T,
la membrana se Incubdé con el reactivo de detecciéon de
quimicluminiscencia (ECL Advance, Amersham Biosciences), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y se expuso a
pelicula durante 15 minutos.
El analisis de Western Blot para el NIG de
cinomologus se realizé de acuerdo con métodos estdndares. Se

aplicaron a cada carril alicuotas de lisatos de célula NIG de
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mono pET28 de E. Coli expresando NiIG de mono después de la
induccidn con IPTG Como un control negativo, se cargaron
lisatos de célula de las mismas células sin induccién de
expresién Se realiz6 SDS-PAGE y se transfirireron a una
membrana de nitrocelulosa El bloqueo fue a 4!/C en regulador
de pH de bloqueo durante la noche. Después de la incubacidn
del anticuerpo (1 nM en regulador de pH de bloque al 0 §%,
Roche Applied Science) con el péptido (10-, 100- y 1000-veces
el exceso molar del péptido, secuencia- NQQELPIALTKLVKEED,
Jerini Peptide Technologies) durante 1 hora a temperatura
ambiente, la membrana se agregdé a esta solucion y se incubd 1
hora mas a temperatura ambiente en un agitador. Después de 3
lavados con TBS-T durante 10 minutos, ia membrana se incubd
durante 1 hora a temperatura ambtente con un anticuerpo
secundario marcado con HRP anti-humano a dilucién de
1:100,000 en regulador de pH de bloqueo. Después de 3
lavados con TBS-T la membrana se incubé con el reactivo de
deteccidn de quimioluminiscencia (ECL Advance, Amersham
Biosciences) de acuerdo con las Instrucciones del fabricante y

expuso a pelicula durante 15 segundos

Unién de mAb de 3A6 a epitopes de péptido humano y de
mono en ELISA
Se cubrieron placas PS de 96 cavidades de Greiner

con 8 p/ml del péptido mezclado H-ETQLAKLPVDLKTQE, epitope
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de péptido NIG humano 3A6IgG4 H-NQQELPTALTKLVKED vy
epitope de péptido de NIG de mono de 1gG5 de 3A6, H-
NQQELPIALTKLVKEED en PBS (100 pl/cavidad) se cubrié y se
incubé 4 horas a temperatura ambiente. Las placas se
salpicaron y se volvieron a Illenar con 200 ul/cavidad de
regulador de pH de bloqueo (PBS + BSA al 5%) se cubrieron y
se incubaron 1 hora a temperatura ambiente o durante !a noche
a 4°C, después se lavaron 4 veces con agua corriente, se
volvieron a Ilenar con PBS y se salpicaron Se diluyé mAb
3A61gG4 en PBS + BASA al 2% (100 pl/cavidad) y se incubd
durante 2 horas a temperatura ambiente o durante la noche a 4
grados. Diluciones de mAb. 10 nM a 0 001 mM... el paso de
lavado se repitté. Se diluyé un segundo Ab en PBS/BSA al
0.1%/Nonidet 40 (100 pl/cavidad), y se incubd durante 2 horas a
temperatura ambiente o durante la noche a 4 grados E! paso de
lavado se repitié. Se agregaron 100 yl/cavidad del sustrato POD
de azul BM y se incubaron en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 15 minutos, y se agregaron 50 pl/cavidad de 1
M de H2S0O4 para detener la reaccién del sustrato HRP El OD

se determiné utilizando un vector de microplaca fijado a 450 nm

Resultados-
Mapeo de epitope del mAb de 3A6 humano: El mapeo de
epitope da como resultado una secuencia ELPTALTKLV en la

proteina de NiG humana

4
A\
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Competencia de la unién de mAb de 3A6 a NiG humano en
Western Blot con péptido sintético:

Para confirmar el resultado obtenido a través de la
técnica Pepspot, se realizd el experimento de competencia de
Western Blot Se utihizé un 16-mer sintético conteniendo la
secuencia de epitope putativa (NQQELPTALTKLVKED) para
competir con NiIG humano de longitud completa para unirse al
anticuerpo 3A6. Antes de la incubacidén con |la membrana unida
a NiG humano, el anticuerpo 3A86 (1 nM) se incubd durante 1
hora con el péptido sintético utilizando diferentes relaciones
molares de péptido a anticuerpo. Un exceso de 10 veces molar
del péptido mostré una reduccién importante en la sefial
detectada para NIG humano (producido en E Coli). Un exceso
de 100 veces da como resultado una reduccién adicional de la
sefial, y un exceso molar de 1000 veces del péptido casi
completamente inhibe la unién de 3A6 a NiG humano En
contraste, un exceso de 1000 veces de un péptido con el mismo
contenido de aminoacido, pero con una secuencia diferente
(mezclada), no tuvo ningin efecto en la union del anticuerpo al

NiG humano

Unién de mAb de 3A68 a NIG humano: competencia con el
epitope de péptido sintético

Un 17-mer sintético comprendiendo la secuencia de
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epitope (NQQELPIALTKLVKEED) se utilizé para completar el NIG
de mono cinomolgus de longitud completa expresada en E Coli
para unirse al anticuerpo 3A6 Antes de la incubacién con NiG
de mono unido a membrana, el anticuerpo 3A68 (1 nM) se incubéd
durante 1 hora con el péptido sintético utilizando diferentes
relaciones molares de péptido a anticuerpo. Un exceso de 100
veces da como resultado una reduccion de la sefal, y un exceso
molar de 1000 veces del péptido sustancialmente inhibe la unién
de 3A6 al NiG de mono. En contraste, un exceso de 1000 veces
de un péptido con el mismo contenido de aminoacido, pero con
diferente secuencia (mezclada), no tiene ningun efecto sobre la

unién del anticuerpo a NiG humano.

Unién de 1gG4 de 3A6 al epitope de péptido de NiG humano y
de mono en ELISA

Se realizaron analisis de uniéon detallados del mAb
para el epitope y secuencia mezciada, utilizando ELISA. Los
resultades muestran claramente que mAb se une en una
concentracion dependiente a concentraciones muy bajas (0 001
a 1.0 nM) a epitopes de péptido de mono y humano que se
compara con su KD en BlAcore para NiG humano de 0 14 nM
Ademas, la unién es especifica sin ninguna unién al péptido de

control mezclado.
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REIVINDICACIONES
1 Una molécula de unién que es capaz de unirse
al polipéptido NogoA humano (SEC ID NO'5) o NiG humano (SEC
ID NO:7) o NIG-D20 humano (SEC ID NO 24) o NogoA_342-357
humano (SEC ID NO 6) con una constante de disociacién <1000
nM.
2 Una molécula de unién que es capaz de unirse
al polipéptido NogoA humano (SEC ID NO'5) o NiIG humano (SEC
ID NO'7) o NiG-D20 humano (SEC ID NQ 24) o NogoA_342-357
humano (SEC ID NO B6) con una constante de disociaciéon de
<1000 nM, y comprende por lo menos un sitio de unién de
antigeno, dicho sitio de umon de antigenoc comprendiendo ya
sea
. en secuencia, las regiones hipervariables CDR-H1, CDR-
H2 y CDR-H3, de las cuales cada una de las regiones
hipervariables son por lo menos 50% homoiogas a sus
regiones hipervariables equivalentes CDR-H1-3A6 (SEC ID
NO 8), CDR-H2-3A8 (SEC ID NO.9), y dicha CDR-H3-3A6
(SEC ID NO 10); o

. en secuencia, las regiones hipervariables CDR-L1, CDR-L2
y CDR-L3, de las cuales cada una de las regiones
hipervariables son por lo menos 50% homdélogas a sus
regiones hipervariables equivalentes CDR-L1-3A6 (SEC ID
NO 11), CDR-L2-3A6 (SEC ID NO:12), y CDR-L3-3A6 (SEC
ID NO:13)

2%
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3. Una molécula de unién que es capaz de unirse

al pohipéptido NogoA humano (SEC ID NO 5) o NiG humano (SEC

ID NO 7) o NUG-D20 humano (SEC ID NO 24) o NogoA_342-357

humano (SEC ID NO:6) con una constante de disociacién de

<1000 nM, y comprende

un primer sitio de unién de antigeno comprendiendo en
secuencia las regiones hipervariables CDR-H1, CDR-H2 y
CDR-H3, de {as cuales cada una de las regiones
hipervariables son por lo menos 50% homologas a sus
regiones hipervariables equivalentes CDR-H1-3A6 (SEC ID
NO.8), CDR-H2-3A6 (SEC ID NO'9), y dicha CDR-H3-3A6
(SEC ID NO'10); y

un segundo sitio de union de antigeno comprendiendo en
secuencia, las regiones hipervariables CDR-L1, CDR-L2 ¥y
CDR-L3, de las cuales cada una de las regiones
hipervariables son por lo menos 50% homélogas a sus
regiones hipervariables equivalentes CDR-L1-3A6 (SEC ID
NO-11), CDR-L2-3A6 (SEC ID NO'12), y CDR-L3-3A8 (SEC
ID NO.13).

4 Una molécula de unién que comprende por lo

menos un sitio de unién de antigeno, dicho sitio de unién de

antigeno comprendiendo ya sea:

en secuencia, las regiones hipervariables CDR-H1-3A6
(SEC ID NO 8), CDR-H2-3A6 (SEC ID NO 9), y dicha CDR-
H3-3A6 (SEC ID NO*10), o
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en secuencia, las regiones hipervariables CDR-L1-3A6
(SEC ID NO'11), CDR-L2-3A6 (SEC ID NO.12), y CDR-L3-
3A6 (SEC ID NO:13), o
sus equivalentes directos

5. Una molécula de unién que comprende:
un primer sito de unién de antigeno que comprende en
secuencia, las regiones hipervariables CDR-H1-3A6 (SEC
ID NO:8), CDR-H2-3A6 (SEC ID NO‘89), y dicha CDR-H3-
3A6 (SEC ID NO:10); ¥
un segundo sitio de uniébn de antigeno que comprende en
secuencia, las regiones hipervariables CDR-L1-3A6 (SEC
ID NO:11), CDR-L2-3A6 (SEC ID NO.12), y CDR-L3-3A6
(SEC ID NO*13), o
sus equivalentes directos.

8 La molécula de uniébn de acuerdo con las

reivindicaciones 1 a 5, la cual comprende por o menos

una cadena pesada de inmunoglobulina o un fragmento de
la misma que comprende (1) un dominio variable que
comprende en secuencia, las regiones hipervariables
CDR-H1-3A6 (SEC ID NO'8), CDR-H2-3A6 (SEC ID NO.9),
y dicha CDR-H3-3A6 (SEC ID NO'10})}, y (i) la parte
constante o su fragmento de una cadena pesada humana, y
una cadena ligera de inmunoglobulina o un fragmento de la
misma, que comprende (1) un dominio variable

comprendiendo en secuencia, las regiones hipervariables
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CDR-L1-3A6 (SEC ID NO.11), CDR-L2-3A6 (SEC ID
NO:12), y CDR-L3-3A6 (SEC ID NO:13), y {(un) la parte
constante o su fragmento de una cadena ligera humana; o

. sus equivalentes directos.

7 La molécula de unién de acuerdo con la
reivindicacién 6, en donde la parte constante o su fragmento de
la cadena pesada humana es del tipo y4 y la parte constante o
su fragmento de la cadena ligera humana es del tipo «.

8. La molécula de unmién de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 7, la cual es un anticuerpo monoclonal
humano o quimérico o humanizado

9 Una molécula de unién que comprende
secuencias de polipéptido como se muestra en SEC ID NO-2 y
SEC ID NO.3.

10. Un polipéptido que comprende polinucleétidos
que codifican una molécula de unidn de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Un polinucledétido que comprende ya sea:

. secuencias de polinucleétido como se muestran en SEC ID
NO'14, SEC ID NO.15 y SEC ID NO‘16, o

° secuencias de polinucleétido como se muestra en SEC ID
NO:17, SEC ID NO 18 y SEC ID NO"19

12. Un vector de expresién que comprende
polinucledtidos de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 10 u 11
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13. Un sistema de expresién que comprende un
polinucleétido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
10 u 11, en donde el sistema de expresiéon o una parte del
mismo es capaz de producir un polipéptido de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, cuando el sistema de expresiéon o una
parte del mismo estd presente en wuna célula huésped
compatible

14 Una célula huésped aislada que comprende un
sistema de expresién de acuerdo con la reivindicacién 13

15. EIl uso de una molécula de unidn de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 como un
farmacéutico.

16. EI uso de una molécula de unién de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en el tratamiento de
reparacién de nervios.

17 Una composicion farmacéutica que comprende
una molécula de unién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 en asociacién con por |lo menos un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

18 Un meétodo de tratamiento de enfermedades
asociadas con la reparacién de nervios comprendiendo
administrar a un sujeto con |la necesidad de dicho tratamiento,
una cantidad efectiva de una molécula de unién de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9

19. Un método para el tratamiento de enfermedades
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asociadas con Jla reparacidn de nervios comprendiendo
administrar a un sujeto con la necesidad de dicho tratamiento,
una cantidad efectiva de una molécula de unién de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

Novartis AG

Compuesto Orgénico

4-32761P1/UNZ

44

PatentIn version 3.1

18

PRT

Rattus norvegicus

1/76

LISTA DE SECUENCIAS
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<221>

<222>

<223>

<400>

2176

PEPTIDO

(1) ..(18)

NogoA_342-357 de rata

Ser Tyr Asp Ser Ile Lys Leu Glu Pro Glu Asn Pro Pro Pro Tyr Glu

1

5 10 15

Glu Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

221

PRT

Mus musculus

CADENA

(1) ..(221)

Parte Variable de Cadena Pesada de 3A6 con secuencia lider
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<400> 2

Met Asp Phe
1

Gln Cys Glu

Gly Gly Ser

35

Arg Asn
50

Trp

Trp Ile
65

Gly

Ser Leu

Lys

Leu

Leu Tyr

val
115

Tyr Cys

Gly Thr Ser

Gly Leu

Val Lys
20

Leu Lys

Met Ser

Glu Ile

Asp Lys

85

Gln val
100

Arg Pro

Val Thr

Ile

Leu

Leu

Trp

Asn

70

Phe

Ser

Val

Val

3/76

Phe Phe Ile

Leu Glu Ser
25

Ser Cys Val
40

Val Arg Gln
55

Pro Asp Ser

Ile Ile Ser

Thr Val Arg
105

Trp Met Tyr
120

Ser Ser Ala

Val Gly Leu Leu
10

Gly Gly Gly Leu

Val Ser Gly Phe
45

Ala Pro Gly Lys
60

Ser Lys Ile Asn
75

Arg Asp Asn Ala
90

Ser Glu Asp Thr

Ala Met Asp Tyr
125

Lys Thr Thr Pro

Lys

val

30

Asp

Gly

Tyr

Lys

Ala
110

Trp

Pro

Gly Val
15

Gln Pro

Fhe Arg

Leu Glu

Thr Pro

80

Asn
95

Leu Tyr

Gln

Gly

Ser Val
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4/76

130 135 140

Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Met Val Thr
145 150 155 160

Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr
165 170 175

Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
180 185 190

Leu Gln Ser Asp Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser
185 200 205

Ser Thr Trp Pro Ser Glu Thr Val Thr Cys Asn Val Ala
210 215 220

<210> 3

<211> 238

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> CADENA

I
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<222>

(1) ..{238}

5/76

<223> Cadena lLigera de 3A6 con secuencia lider

<400> 3

Met Ser
1

Thr Ser

Thr Ile

Leu His

50

Gly Gln

65

Gly Val

Leu Lys

Trp Gln

Pro Ala Gln Phe
5

Gly Asp Val leu
20

Gly Gln Pro Ala
35

Ser Asp Gly Lys

Ser Pro Lys Arg
70

Pro Asp Arg Phe
85

Ile Ser Arg Val
100

Gly Thr His Phe

Leu Fhe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg
10 15

Leu Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser
25 30

Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
40 45

Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg
55 60

Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp
75

Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
90 85

Glu Ala Glu Asp Leu Gly Leu Tyr Tyr
105 110

Pro Gln Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

Glu

Ile

Leu

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Leu
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115

Glu Ile Lys Arg
130

Ser Ser Glu Gln
145

Asn Asn Phe Tyr

Ser Glu Arg Gln
180

Lys Asp Ser Thr
185

Glu Tyr Glu Arg
210

Ser Thr Ser Pro
225

<210> 4

<211> 3919

<212> ADN

Ala

Leu

Pro

165

Asn

Tyr

His

Ile

6/76

120 125

Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe
135 140

Thr Ser Gly Gly Ala Sez Val Val Cys
150 155

Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile
170

Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln
185 190

Ser Met Ser Ser Thr lLeu Thr Leu Thr
200 205

Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His
215 220

Val Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
230 235

Pro Pro

Phe Leu
160

Asp Gly

175

Asp Ser

Lys Asp

Lys Thr

oy
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<213> Hcmo sapiens

<220>

<221> CDs

<222> (1)..(3579)

7/76

<223> NogoA Humano

<400> 4
atg gaa gac
Met Glu Asp
1

cec cgg ccg
Pro Arg Pro

gac gag gag
Asp Glu Glu
35

ctg gag gag
Leu Glu Glu
50

gcg gec cca
Ala Ala Pro
65

ttc gga aat

ctg
Leu

cag
Gln
20

gaa
Glu

ctg
Leu

gtg
val

gac

gac
Asp

cce
Pro

gaa
Glu

gag
Glu

cce
Pro

ttc

Phe Gly Asn Asp Phe

cag tct cct ctg gtc tcg tce teg gac
Gln Ser Pro Leu Val Ser Ser Ser Asp
10

gcg ttc aag tac cag ttc gtg agg gag
Ala Phe Lys Tyr Gln Phe Val Arg Glu
25 30

gag gag gag gaa gag gag gac gag gac
Glu Glu Glu Glu Glu Glu Asp Glu Asp
40 45

gtg ctg gag agg aag Ccc gcc gcoc ggg
Val Leu Glu Arg Lys Pro Ala Ala Gly
55 60

ace gec cct gec geoc gge gog ccc ctg
Thr Ala Pro Ala Ala Gly Ala Pro Leu
70 15

gtg ccg ccg gcg ccc ¢gg gga ccc ctg
Val Pro Pro Ala Pro Arg Gly Pro Leu

agc cca
Ser Pro
15

cce gag
Pro Glu

gaa gac
Glu Asp

ctg tcc
Leu Ser

atg gac
Met Asp
80

ceg gcc
Pro Ala

48

96

144

192

240

268
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gct

gtyg
val

teg
Ser

cct
Pro
145

ceqg
Pro

aag
Lys

cct
Pro

tty

cca
Pro
225

Pro

teg
Ser

Pro
130

cct
Pro

cca
Pro

cgc
Arg

gct
Ala

aag
Lys
210

tct
Ser

ccc
Pro

tcg
Ser
115

tee
Ser

cce
Pro

gce
Ala

agg
Arg

gca
Ala
195

gag
Glu

gte
val

gte
val
100

ace
Thr

aagq

Lys

ccg
Pro

ccy
Pro

ggac
Gly
180

tct

Ser

cag
Gln

ctg
Leu

85

gce
Ala

gtg
val

ctc
Leu

gcc
Ala

gct
Ala
165

tcec

Ser

gag
Glu

cca
Pro

ctt
Leu

ccg gag cgg
Pro Glu Arg

cce geg cca
Pro Ala Pro
120

cct gag gac
Pro Glu Asp
135

agc gtg agc
Ser Val Ser
150

cecc gee gog
Pro Ala Ala

tcg ggc tca
Ser Gly Ser

cct gtg ata
Pro Val Ile
200

ggt aac act
Gly Asn Thr
215

gaa act gct
Glu Thr Ala
230

8/76

cag
Gln
105

tce
Ser

gac
Asp

ccc

Pro

cCcC

Pro

gtg
Val
185

cgc

att
Ile

gct
Ala

90

ccg tet
Pro Ser

ccg ctg
Pro Leu

gag cct
Glu Pro

cag gca
Gln Ala
155

ccec tece
Pro Ser
170

gat gag
Asp Glu

tee tct
Ser Ser

tcg got
Ser Ala

tct ctt
Ser Leu
235

tgg gac
Trp Asp

tct get
Ser Ala
125

ccg gce
Pro Ala
140

gag ccc
Glu Pro

acc ccg
Thr Pro

acc ctt

gca gaa
Ala Glu
205

ggt caa
Gly Gln
220

cct tct
Pro Ser

95

ccg age
Pro Ser
110

gce gca
Ala Ala

cgg cct
Arg Pro

gtg tag
Val Trp

gcc gcg
Ala Ala

175

ttt gct
Phe Ala
190

aat atg

Asn Met

gag gat
Glu Asp

ctg tct
Leu Ser

ccg
Pro

gtc
Val

cce
Pro

acc
Thr
160

cce
Pro

ctt
Len

gac
Asp

ttc
Phe

cct
Pro
240

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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tct
Ser

tta

agt
Ser
305

gaa
Glu

aat

ttt
Phe

tca
Ser

gta
val

aaa
Lys

aca
Thr
290

gte
Val

gaa
Glu

aac
Asn

gtt
Val

aat
Asn
370

gce
Ala

tta
Leu

gag
Glu
275

gag
Glu

tct

Ser

ata
Ile

atc
Ile

daa
Lys
355

gaa
Glu

gct
Ala

cce
Pro
260

gtc
Val

ttt
Phe

cca

Pro

atc
Ile

ctt
Leu
340

gag
Glu

aag

tct
Ser
245

act

Thr

teca
Ser

tca
Ser

Lys

gtg
Val
325

cat
His

gat
Asp

aga

ttc aaa
Phe Lys

gaa gga
Glu Gly

gag aag
Glu Lys

gaa tta
Glu Leu
295

gca gaa
Ala Glu
310

aaa aat

Lys Asn

aat caa
Asn Gln

gaa gtt
Glu Val

gtt gca

Lys Arg Val Ala

375

gaa
Glu

aca
Thr

gca
Ala
280

gaa
Glu

tct
Ser

aaa
Lys

caa
Gln

gtg
Val

360

gty
val

9/76

cat
His

ctt
Leu
265

aaa
Lys

tac
Tyr

gcec
Ala

gat
Asp

gag
Glu
345

gaa
Glu
250

caa
Gln

act
Thr

tca
Ser

gta
val

gaa
Glu
330

tta
Leu

tac
Tyr

gaa
Glu

cta
Leu

gaa
Glu

ata
Ile
315

gaa
Glu

cct
Pro

tct tca gaa

Ser

gaa
Glu

Ser

gct
Ala

Glu

cct
Pro

ctt
Leu

aat
Asn

ctc
Leu

atg
Met
300

gta

Val

gag
Glu

aca

daa
Lys

atg
Met
380

ggt
Gly

gtec
Val

ata
Ile
285

gga
Gly

gca
Ala

aag
Lys

gct
Ala

gca
Ala
365

agy
Arg

aat ttg
Asn Leu
255

agt gaa
Ser Glu
270

gat aga
Asp Arg

tca tcg
Ser Ser

aat cct
Asn Pro

tta gtt
Leu Val
335

ctt act
Leu Thr
350

aaa gac

Lys Asp

gag gaa
Glu Glu

tca
Sexr

gct
Ala

gat
Asp

ttc
Phe

agg
Arg
320

agt

Ser

aaa
Lys

agt

Ser

tat
Tyr

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152
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gca gac
Ala Asp
385

gaa gat

Glu Asp

gaa
Glu

agt
Ser

aat cac

His

agt
Ser

acy
Thr
450
gct cce
Pro
465
cct ttg

Pro Leu

ata
Ile

gaa
Glu

aaa aca

Lys Thr

tat gtc

ttc
Phe

agt
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu
435

cca

Pro

ttt
Fhe

tta
Leu

gaa
Glu

tca
Ser
515

aca

aaa
Lys

gat
Asp

gtg
vVal
420

aaa

Lys

gaa
Glu

aac
Asn

gga
Gly

aag
Lys
500

aac
Asn

aca

Pro

atg
Met
405

gat

Asp

gat
Asp

ggt
Gly

cca
Pro

gat
Asp
485

aag
Lys

cct
Pro

gat

ttt
Phe
390

ttg

Leu

aaa
Lys

agt
Ser

ata
1le

gca
Ala
470

cct
Pro

gce
Ala

ttt
Phe

aat

10/76

gag cga gta
Glu Arg Val

gct get gga

Ala Ala Gly Gly Lys

aaa tgt ttt
Cys Phe

425

Lys

gag
Glu

agt agt
Ser Ser
440
aaqg gat cgt
Lys Asp Arg
455

gca
Ala

act gag
Thr Glu

act
Thr

tca gaa
Ser Glu

caa
Gln

ata gta
Ile val
505

ctt
Leu

gta gca
val Ala
520

tta

tag
Trp

ggt

410

gca
Ala

aat
Asn

tca
Ser

agce
Ser

aat
Asn
490

aca
Thr

gca
Ala

gaa
Glu
395

gtg aaa
Val Lys

aaa atc gag

Ile Glu

gat agc ctt

Ser leu

gat gat act
Asp Asp Thr
445

gga gca tat
Gly Ala Tyr
460

att gca aca
Ile Ala Thr
475

aag acc gat
Lys Thr Asp

gag aag aat
Glu Lys Asn

cag gat tct
Gln Asp Ser
525

gat
Asp

agc
Ser

gag
Glu
430

tct
Ser

atc
Ile

aac
Asn

gaa
Glu

act
Thr
510

gag
Glu

agt
Ser

aac
Asn
415

caa
Gln

tte
Phe

aca
Thr

att
Ile

aaa
Lys
495

agc
Ser

aca
Thr

aag
Lys
400

ttg

Leu

act
Thr

cce
Pro

tgt
Cys

ttt
Phe
480

aaa
Lys

acc

gat
Asp

aca aag gtg act gag gaa gtc gtg gca

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632
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Tyr

aac

545

agt

Ser

atg
Met

gca

cca
Pro

cct
Pro
625

gct

cca

Pro

ata
Ile

Val
530

atg
Met

gaa
Glu

gac
Asp

gca
Ala

gtt
val
610

agt

Ser

tet
Ser

cca
Pro

11/76

Thr Thr Asp Asn Leu Thr Lys Val Thr

cct gaa ggc
Pro Glu Gly

ttg aat gaa
Leu Asn Glu
565

ttg gtt caa
Leu Val Gln
580

cag ctt tge
Gln Leu Cys
595

ttg cct gac
Leu Pro Asp

gcet ggt gct
Ala Gly Ala

tca gtt aat
Ser Val Asn
645

tat gaa gag
Tyr Glu Glu
660

ctg
Leu
550

gtt
val

aca
Thr

cca
Pro

att
Ile

tce
Ser
630

tat

Tyr

gcc
Ala

aag gaa gaa att zaa
Lys Glu Glu Ile Lys

535

act cca
Thr Pro

act ggt
Thr Gly

tca gaa
Ser Glu

tca ttt
Ser Phe
600

gtt atg
Val Met
615

gtg ata
val Ile

gaa agc
Glu Ser

atg agt
Met Ser

gag cct
Glu Pro

gat
Asp

aca
Thr

gtt
val
585

gaa
Glu

gaa
Glu

cag
Gln

ata
Ile

gta
Val
665

gaa
Glu

tta
Leu

aag
Lys
570

atg
Met

gag
Glu

gca
Ala

ccc

Pro

aaa
Lys
650

teca

Ser

aat
Asn

gta
Val
555

att

Ile

caa
Gln

tca
Ser

cca
Pro

agc
Ser
635

cat
His

cta
Leu

att

Glu
540

cag

Gln

gct
Ala

gag
Glu

gaa
Glu

ttg
Leu
620

tca
Ser

gag
Glu

aaa
Lys

aat

Glu

gaa
Glu

tat
Tyr

tca
Ser

gct
Ala
605

aat
Asn

tca
Ser

cct
Pro

aaa
Lys

gca

val

gca
Ala

gaa
Glu

ctc
Leu
550

act

Thr

tct
Ser

cca
Pro

gaa
Glu

gta
Val
670

gct

Ile Asn Ala Ala

Val

tgt
Cys

aca
Thr
575

tat
Tyr

cct
Pro

gca
Ala

tta
Leu

aac
Asn
655

tca

Ser

ctt
leu

Ala

gaa
Glu
560

aaa

Lys

cct
Pro

tca
Ser

gtt
Val

gaa
Glu
640

cce
Pro

gga
Gly

Gln

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064
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gaa

Glu

aca

705

atg
Met

gat
Asp

ata
Ile

gaa
Glu

aag
Lys
785

gaa

Glu

gat
Asp

aca
Thr
690

aag
Lys

gca
Ala

tce
Ser

cct
Pro

agt
Ser
770

gaa
Glu

tct
Ser

gaa
Glu

675

gaa
Glu

ctt
Leu

aaa
Lys

tca
Ser

gac
Asp
755

cte
Leu

aaa
Lys

ttt
Phe

gtt
val

get
Ala

tct
Ser

gtt
val

cct
Pro
740

gtt
Val

act
Thr

cte
Leu

aag
Lys

tca
Ser
820

Pro

gct
Ala

gaa
Glu
725

gat
Asp

cca

Pro

gag
Glu

agt

Ser

ctc
Leu
805

aca
Thr

tat

gaa
Glu
710

cag
Gln

tct
Ser

caa
Gln

act
Thr

gct
Ala
790

agt

Ser

ttg
Leu

ata
Ile
695

cca
Pro

cCa
Pro

gaa
Glu

aaa

Lys

tca
Ser
775

ttg
Leu

680

tct
Ser

gct
Ala

gtg
val

cca
Pro

caa
Gln
760

ttt

Phe

cca

Pro

12/76

att gca
Ile Ala

ccg gat
Pro Asp

cct gaé
Pro Asp
730

gtt gac
Val Asp
745

gat gaa

Asp Glu

gag tca
Glu Ser

cct gag
Pro Glu

tta gat aac aca
Leu Asp Asn Thr

aéc aaa

Ser

Lys

810

aaqg gag
Lys Glu
825

tgt
Cys

ttc
Phe
715

cat
His

tta
Leu

act
Thr

atg
Met

gga
Gly
795

daa

Lys

aaa
Lys

gat
Asp
700

tct
Ser

tct
Ser

ttt
Phe

gtg
val

ata
Ile
780

gga
Gly

gat
Asp

att
Ile

€85

tta
Leu

gat
Asp

gag
Glu

agt
Ser

atg
Met
765

gaa

Glu

aag
Lys

acc
Thr

cct
Pro

att
Ile

tat
Tyr

cta
Leu

gat
Asp
750

ctt
Leu

tat
Tyr

Pro

ctg
Leu

ttg
Leu
830

aaa
Lys

tca
Ser

gtt
val
735

gat
Asp

val

gaa
Glu

tat

tta
Leu
815

cag
Gln

gaa
Glu

gaa
Glu
720

gaa
Glu

tca
Ser

aaa
Lys

aat
Asn

tty
Leu
800

cct

Pro

atg
Met

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496
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gag gag
Glu Glu

aag gaa
Lys Glu
850

att gaa
Ile Glu
865

tca ttt
Ser Phe

aaa agt
Lys Ser

aca gaa
Thr Glu

gaa gag
Glu Glu
930

aca tca
Thr Ser
945

caa gca
Gln Ala

ctc
Leu
835

gca
Ala

att
Ile

tect
Ser

gaa
Glu

ttg
ILeu
915

Lys

aag
Lys

gag
Glu

agt
Ser

cag
Gln

ata
Ile

daa

Lys

att
Ile
300

cCcC
Pro

atc
Ile

gtg
Val

ata
Ile

act
Thr

ata
Ile

gat
Asp

tta
Leu
885

gct
Ala

cat
His

agt
Ser

ctc
Leu

gag
Glu
965

gca
Ala

aga
Arg

gag
Glu
870

gcc
Ala

aat
Asn

gac
Asp

ttc
Phe

tta
Leu
950

agc
Ser

gtt
val

gaa
Glu
855

ttc
FPhe

agyg
Arg

gcc
Ala

ctt
Leu

tca
Ser
935

ttg
Leu

ata
Ile

13/76

tat

Tyr
840

act
Thr

cct
Pro

gaa
Glu

ccg
Pro

tct
Ser
920

gat

Asp

cct

Pro

gtt
Val

tca
Ser

gaa
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

gat
Asp
205

ttg

Leu

gac
Asp

cca
Pro

aaa
Lys

aat gat gac tta

Asn

acg
Thr

ttg
Leu

act
Thr
890

gga
Gly

aag
Lys

ttt
Phe

gat
Asp

ccce
Pro
970

Asp

ttt
Phe

atc
Ile
875

gac
Asp

get
Ala

aac
Asn

tet
Ser

gtt
val
955

aaa
Lys

Asp

tca
Ser
860

agt
Ser

cta
Leu

adag
Gly

ata
Ile

aaa
Lys
9240

tct
Ser

gtt
Val

Ieu
845

gat

Asp

tct
Ser

gaa
Glu

tca
Ser

caa
Gin
925

aat

Asn

gct
Ala

ctt

ttt att tct
Phe Ile Ser

tca tct cca
Ser Ser Pro

aaa act gat
Lys Thr Asp
880

gta tecc cac
Val Ser His
895

ttg cct tgc
Leu Pro Cys
910

ccc aaa gtt
Pro Lys Val

ggg tct get
Gly Ser Ala

ttg gcoc act
Ieu Ala Thr
960

gtg aaa gaa
Val Lys Glu
975

2544

2592

2640

2688

2736

2764

2832

2880

2928
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gct gag aaa aaa ctt cct tcc gat aca gaa aaa gag gac aga tca cca 2976
Ala Glu Lys Lys Leu Pro Ser Asp Thr Glu Lys Glu Asp Arg Ser Pro
980 985 590

tct gct ata ttt tca gea gag ctg agt aaa act tca gtt gtt gac ctec 3024
Ser Ala Ile Phe Ser Ala Glu Leu Ser Lys Thr Ser Val Val Asp Leu
995 1000 1005

ctg tac tgg aga gac att aag aag act gga gtg gtg ttt ggt gec 3069
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25

Ieu Tyr Trp Arg Asp Ile Lys Lys Thr Gly Val Val Phe Gly Ala

1010

agc cta ttc
Ser Leu Phe
102%

gta aca gcc
Val Thr Ala
1040

ttt agg ata
Phe Arg Ile
1055

gaa ggc cac
Glu Gly His
1070

tct gag gag
Ser Glu Glu
1085

gtg aac tgc
val Asn Cys

1100

gat tta gtt

ctg ctg
Leu Leu

tac att
Tyr Ile

tac aag
Tyr Lys

cca tte
Pro Phe

ttg gtt
Leu val

acg ata
Thr Ile

gat tct

1015

ctt tca
Leu Ser
1030

gcc ttg
Ala Leu
1045

gagt gtg
Gly Vval
1060

agg gca
Arg Ala
1075

cag aag
Gln Lys
10%0

aag gaa
Lys Glu

1105

ctg aag

ttg
Leu

gce
Ala

atc
Ile

tat
Tyr

tac
Tyr

cte
Leu

ttt

aca gta
Thr Val

ctg ctc
Leu Leu

caa gct
Gln Ala

ctg gaa
Leu Glu

agt aat
Ser Asn

agg cgc
Arg Arg

gca gtg

ttc
Fhe

tct
Ser

atc
Ile

tct
Ser

tct
Ser

ctc
Leu

ttg

1020

agc
Ser
1035

gtg
val
1050

cag
Gln
1065

gaa
Glu
1080

gct
Ala
1095

tte
Phe

1110

atg

att gtg agce
Ile Val Ser

acc atc agc
Thr Ile Ser

aaa tca gat
Lys Ser Asp

gtt gct ata
val Ala Ile

ctt ggt cat
Leu Gly His

tta gtt gat
Leu Val Asp

tgg gta ttt

3114

3159

3204

3249

3294

3339

3384
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15/76

Asp Leu Val Asp Ser Leu Lys Phe Ala Val leu Met Trp Val Phe
1115 1120 1125

acc tat gtt ggt gcc ttg ttt aat gyt ctg aca cta ctg att ttg
Thr Tyr Val Gly Ala Leu Phe Asn Gly Leu Thr Leu Leu Ile Leu
1130 1135 1140
gct ctc att tca ctc tte agt gtt cct gtt att tat gaa cgg cat
Ala Leu Ile Ser Leu Phe Ser Val Pro Val Ile Tyr Glu Arg His
1145 1150 1155
cag gca cag ata gat cat tat cta gga ctt gca aat aag aat gtt
Gln Ala Gln Ile Asp His Tyr Leu Gly Leu Ala Asn Lys Asn Val
1160 1165 1170
aaa gat gct atg gct aaa atc caa gca aaa atc cct gga ttg aag
Lys Asp Ala Met Ala Lys Ile Gln Ala Lys Ile Pro Gly Leu Lys
1175 1180 1185
cgc aaa g¢gct gaa tga aaacgcccaa aataattagt aggagttcat ctttaaaggg
Arg Lys Ala Glu
1180
gatattcatt tgattatacg ggggagggtc agggaagaac gaaccttgac gttgcagtgc
agtttcacag atcgttgtta gatctttatt tttagccatg cactgttgtg aggaaaaatt
acctgtcttg actgccatgt gttcatcatc ttaagtattg taagctgcta tgtatggatt

taaaccgtaa tcatatcttt ttcctatctg aggcactggt ggaataaaaa acctgtatat

tttactttgt tgcagatagt cttgccgeat cttggcaagt tgcagagatg gtggagetag

Q10> S

3429

3474

3519

3564

3619

3679

3739

3799

3859

3919

S
NN
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<211> 1192

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Met Glu Asp ILeu Asp

1 5

Pro Arg Pro Gln Pro
20

Asp Glu Glu Glu Glu
35

Leu Glu Glu Leu Glu
50

Ala Ala Pro Val Pro
65

Phe Gly Asn Asp Phe
85

Ala Pro Pro Val Ala
100

16/76

Gln Ser Pro Leu Val
10

Ala Pha Lys Tyr Gln
25

Glu Glu Glu Glu Glu
40

Val Leu Glu Arg Lys
55

Thr Ala Pro Ala Ala
70

Val Pro Pro Ala Pro
90

Pro Glu Arg Gln Pro
105

Ser Ser Ser Asp Ser Pro
15

Phe Val Arg Glu Pro Glu
30

Glu Asp Glu Asp Glu Asp
45

Pro Ala Ala Gly Leu Ser
60

Gly Ala Pro Leu Met Asp
75 80

Arg Gly Pro Leu Pro Ala
95

Ser Trp Asp Pro Ser Pro
110
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Val

Ser

145

Pro

Lys

Pro

Pro
225

Leu

Ser Ser
115

Pro Ser
130

Pro Ala

Arg Arg

Ala Ala

195

Lys Glu
210

Ser Val

Ser Ala

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

180

Ser

Gln

Leu

Ala

val

Leu

Ala

Ala

165

Ser

Glu

Pro

Leu

Ser
245

17176

Pro Ala Pro Ser Pro Leu
120

Pro Glu Asp Asp Glu Pro
135

Ser Val Ser Pro Gln Ala
150 155

Pro Ala Ala Pro Pro Ser
170

Ser Gly Ser Val Asp Glu
185

Pro Val Ile Arg Ser Ser
200

Gly Asn Thr Ile Ser Ala
215

Glu Thr Ala Ala Ser Leu
230 235

Phe Lys Glu His Glu Tyr
250

Ser Ala Ala
125

Pro Ala Arg
140

Glu Pro Vval

Thr Pro Ala

Thr Leu Phe
180

Ala Glu Asn
205

Gly Gln Glu
220

Pro Ser Leun

Leu Gly Asn

Ala

Pro

Trp

Ala

175

Ala

Met

Asp

Ser

Leu
255

Val

Pro

160

Pro

Leu

Asp

Phe

Pro

240

Ser

!
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Thr Val

Ser Lys

Leu Thr
290

Ser Val
305

Glu Glu

Asn Asn

Leu Val

Phe Asn
370

Ala Asp
385

Glu Asp

Leu

Glu

275

Glu

Ser

Ile

Ile

Lys

355

Glu

Phe

Ser

Pro

260

Val

Phe

Pro

Ile

Leu

340

Glu

Lys

Lys

Asp

18/76

Thr Glu Gly Thr Leu Gln Glu Asn Val Ser

Ser Glu Lys Ala
280

Ser Glu Leu Glu
295

Lys Ala Glu Ser
310

Val Lys Asn Lys
325

His Asn Gln Gin

Asp Glu Val Val
360

Arg Val Ala Val
375

Pro Phe Glu Arg
390

Met Leu Ala Ala

265

Lys Thr Leu

Tyr Ser Glu

Ala Val Ile
315

Asp Glu Glu
330

Glu Leu Pro
345

Ser Ser Glu

Glu Ala Pro

Val Trp Glu

395

Gly Gly Lys

Leu Ile
285

Met Gly
300

val Ala

Glu Lys

Thr Ala

Lys Ala

365

Met Arg
380

Val Lys

Ile Glu

270

Asp

Ser

Asn

Leu

Leu

350

Lys

Glu

Asp

Ser

Glu Ala

Arg Asp

Ser Phe

Pro Arg
320

Val Ser
335

Thr Lys

Asp Ser

Glu Tyzx

Ser Lys

400

Asn Leu
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Glu Ser

Asn His

Ser Thr
450

Ala Pro
465

Pro Leu

Ile Glu

Lys Thr

Tyr vVal

530

Asn Met
545

Lys

Glu

435

Pro

Phe

Leu

Glu

Ser
515

Thr

19/76

405 410

Val Asp Lys Lys Cys Phe Ala Asp Ser Leu Glu
420 425 430

Lys Asp Ser Glu Ser Ser Aan Asp Asp Thr Ser
4490 445

Glu Gly Ile Lys Asp Arg Ser Gly Ala Tyr Ile
455 460

Asn Pro Ala Ala Thr Glu Ser Ile Ala Thr Asn
470 475

Gly Asp Pro Thr Ser Glu Asn Lys Thr Asp Glu
485 490

Lys Lys Ala Gln Ile Val Thr Glu Lys Asn Thr
500 505 510

Asn Pro Phe Leu Val Ala Ala Gln Asp Ser Glu
520 525

Thr Asp Asn Leu Thr Lys Val Thr Glu Glu Val
535 540

415

Gln Thr

Fhe Pro

Thr Cys

Ile Phe

480

Lys Lys

495

Ser Thr

Thr Asp

Val Ala

Pro Glu Gly Leu Thr Pro Asp Leu Val Gln Glu Ala Cys Glu

550 555

560
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Ser

Met

Pro

Pro

625

Pro

Ile

Glu

Glu

Asp

Ala

Val

610

Ser

Ser

Pro

Lys

690

Leu

Leu

Gln

585

Leu

Ala

Ser

Tyr

Glu

675

Glu

20/76

Asn Glu Val Thr Gly Thr Lys Ile Ala Tyr

565

Val Gln Thr
580

Leu Cys Pro

Pro Asp Ile

Gly Ala Ser
630

Val Asn Tyr
645

Glu Glu Ala
660

Glu Ile Lys

Ala Pro Tyr

Ser Glu

Ser Phe
600

Val Met
615

val Ile

Glu Ser

Met Ser

Glu Pro

680

Ile Ser
695

570

val Met Gln
585

Glu Glu Ser

Glu Ala Pro

Gln Pro Ser
635

Ile Lys His
650

Val Ser Leu
665

Glu Asn Ile

Ile Ala Cys

Glu Ser

Glu Ala
605

Leu Asn
620

Ser Ser

Glu Pro

Lys Lys

Asn Ala

685

Asp Leu
700

Glu Thr
575

Leu Tyr
590

Thr Pro

Ser Ala

Prc Leu

Glu Asn

655

vVal Ser
670

Ala Leu

Ile Lys

Lys

Pro

Ser

vVal

Glu

640

Pro

Gly

Gin

Glu

/6_9:&
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Thr Lys Leu
705

Met Ala Lys

Asp Ser Ser

Ile Pro Asp
755

Glu Ser Leu
770

Lys Glu Lys
785

Glu Ser Phe

Asp Glu Val

Glu Glu Leu
835

Ser Ala Glu
710

Val Glu Gln
725

Pro Asp Ser
740

val Pro Gln

Thr Glu Thr

Leu Ser Ala
790

Lys Leu Ser
805

Ser Thr Leu
820

Ser Thr Ala

21/76

Pro Ala

Pro Val

Glu Pro

Lys Gln

760

Ser the

775

Leu Pro

Leu Asp

Ser Lys

Val Tyr
840

Pro Asp Phe
715

Pro Asp His
730

Val Asp Leu
745

Asp Glu Thr

Glu Ser Met

Pro Glu Gly
795

Asn Thr Lys
810

Lys Glu Lys
825

Ser Asn Asp

Ser Asp Tyr

Ser Glu Leu

Phe Ser Asp
750

Val Met Leu
765

Ile Glu Tyr
780

Gly Lys Pro

Asp Thr Leu

Ile Pro leu
830

Asp Leu FPhe
845

Ser Glu
720

Val Glu
735

Asp Ser

Val Lys

Glu Asn

Tyr Leu

800

leu Pro
815

Gln Met

Ile Ser
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Lya Glu
BSO

Ile Glu
865

Ser Phe

Lys Ser

Thr Glu

Glu Glu

930

Thr Ser

945

Gln Ala

Ala Glu

Ser Ala

Ala

Ile

Ser

Glu

Leu

915

Lys

Lys

Glu

Lys

Ile

Gln

Ile

Lys

Ile

900

Pro

Ile

val

Ile

Lys

980

Phe

22176

Ile Arg Glu Thr Glu Thr Phe Ser Asp
855 860

Asp Glu Phe Pro Thr Leu Ile Ser Ser
870 875

Leu Ala Arg Glu Tyr Thr Asp Leu Glu
885 890

Ala Asn Ala Pro Asp Gly Ala Gly Ser
905

His Asp Leu Ser Leu Lys Asn Ile Gln
920 925

Ser Phe Ser Asp Asp Fhe Ser Lys Asn
935 940

Leu Leu Leu Pro Pro Asp Val Ser Ala
950 955

Glu Ser Ile Val Lys Pro Lys Val Leu
965 570

Leu Pro Ser Asp Thr Glu Lys Glu Asp
985

Ser Ala Glu Leu 3Ser Lys Thr Ser Val Val Asp Leu

Ser

Lys

val

Leu

910

Pro

Gly

Leu

Val

Arg
990

Ser

Ser
895

Pro

Lys

Ser

Ala

Lys

975

Ser

Pro

Asp

g80

His

Cys

val

Ala

Thr

960

Glu

Pro
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Ser

val

Phe

Glu

Ser

val

Asp

Tyr
1010

Leu
1025

Thr
1040

Arg
1055

Gly
1070

Glu
1085

Asn
1100

Leu
1115

1130

995

Trp Arg Asp Ile

Phe Leu Ieu Leu

Ala Tyr Ile Ala

Ile Tyr Lys Gly

His Pro Phe Arg

Glu Leu Val Gln

Cys Thr Ile Lys

Val Asp Ser Leu

Val Gly Ala Leu

23/76

1000

Lys Lys
1015

Ser Leu
1030

Leu Ala
1045

val Ile
1060

Ala Tyr
1075

Lys Tyr
1090

Glu Leu
1105

Lys Phe
1120

Phe Asn
1135

Thr Gly Val

Thr Val Phe

Leu Leu Ser

Gln Ala Ile

Ieu Glu Ser

Ser Asn Ser

Arg Arg Leu

Ala Val Leu

Gly Leu Thr

1005

vVal
1020

Ser
1035

val
1050

Gln
1065

Glu
1080

Ala
1095

Phe
1110

Met
1125

Leu
1140

Phe

Ile

Thr

Lys

Val

Leu

Leu

Top

Leu

Gly Ala

val

Ile

Ser

Ala

Gly

val

Val

Ile

Ser

Ser

Asp

Ile

His

Asp

FPhe

Leu
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24/76

Ala Leu Ile Ser Leu Phe Ser Val Pro Val Ile Tyr Glu Arg His
1145 1150 1155

Gln Ala Gln Ile Asp His Tyr ILeu Gly Leu Ala Asn Lys Asn Val
1160 1165 1170

Lys Asp Ala Met Ala Lys Ile Gln Ala Lys Ile Pro Gly Leu Lys
1175 1180 1185

Arg Lys Ala Glu
1190

<210> 6

<211i> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(18)

<223> NogoA_342~357 Humano
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<400>

25176

6

Asn Tyr Glu Ser Ile Lys His Glu Pro Glu Asn Pro Pr¢ Pro Tyr Glu

1

5 10 15

Glu Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

819

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO

(1) ..{819)

Nig Humano

Asp Glu Thr Leu Phe Ala leu Pro Ala Ala Ser Glu Pro Val Ile Arg

1

5 10 15
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Ser

Ser

Ser

Glu

65

Gln

Ser

val

Glu
145

26/76

Ser Ala Glu Asn Met Asp Leu Lys Glu Gln
20 25

Ala Gly Gln Glu Asp Phe Pro Ser Val Leu
35 40

Leu Pro Ser Leu Ser Pro Leu Ser Ala Ala
50 55

Tyr Leu Gly Asn Leu Ser Thr Val Leu Pro
70 75

Glu Asn Val Ser Glu Ala Ser Lys Glu val
85 90

Leu Leu Ile Asp Arg Asp Leu Thr Glu Phe
100 105

Glu Met Gly Ser Ser FPhe Ser Val Ser Pro
115 120

Ile Val Ala Asn Pro Arg Glu Glu Ile lle
130 135

Glu Glu Lys Leu Val Ser Asn Asn Ile Leu
150 155

Pro Gly Asn Thr Ile
30

Leu Glu Thr Ala Ala
45

Ser Phe Lys Glu His
60

Thr Glu Gly Thr Leu
80

Ser Glu Lys Ala Lys
85

Ser Glu Leu Glu Tyr
110

Lys Ala Glu Ser Ala
125

Val Lys Asn Lys Asp
140

His Asn Gln Gln Glu
160

¥
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Leu Pro Thr Ala

Ser Glu Lys Ala
180

Ala Pro Met Arg
195

Trp Glu Val Lys
210

Gly Lys Ile Glu
225

Ala Asp Ser Leu

Asn Asp Asp Thr
260

Ser Gly Ala Tyr
275

Ser Ile Ala Thr
290

Asn Lys Thr Asp

Leu Thr
165

Lys Asp

Glu Glu

Asp Ser

Ser Asn

230

Glu Gln

245

Ser Phe

Ile Thr

Asn Ile

Glu Lys

27176

Lys Leu Val

Sexr Phe Asn
185

Tyr Ala Asp
200

Lys Glu Asp
215

Leu Glu Ser

Thr Asn His

Pro Ser Thr
265

Cys Ala Pro
280

Phe Pro Leu
295

Lys Glu Asp Glu
170

Glu Lys Arg Val

Phe Lys Pro Phe
205

Ser Asp Met Leu
220

Lys Val Asp Lys
235

Glu Lys Asp Ser
250

Pro Glu Gly Ile

Phe Asn Pro Ala
285

Leu Gly Asp Pro
300

Lys Ile Glu Glu Lys Lys RAla

Val Val Ser
175

Ala Val Glu
130

Glu Arg Val

Ala Ala Gly

Lys Cys Phe
240

Glu Ser Ser
255

Lys Asp Arg

270

Ala Thr Glu

Thr Ser Glu

Gln Ile Val



10

15

20

25

305

Val

Lys

385

Glu

Pro

Glu

Gln

Thr

Val

370

Ile

Gln

Ser

Pro

Ser
450

Lys

Asp

Glu

355

Gln

Ala

Glu

Glu

Leu

435

Ser

Asn

Ser

340

Glu

Glu

Tyr

Ser

Ala

420

Asn

Ser

Thr

325

Glu

Val

Ala

Glu

Leu

405

Thr

Ser

Pro

28/76

310 315

Ser Thr Lys Thr Ser Asn Pro FPhe
330

Thr Asp Tyr Val Thr Thr Asp Asn
345

Val Ala Asn Met Pro Glu Gly Leu
360 365

Cys Glu Ser Glu Leu Asn Glu Val
375 380

Thr Lys Met Asp Leu Val Gln Thr
390 395

Tyr Pro Ala Ala Gln Leu Cys Pro
410

Pro Ser Pro Val Leu Pro Asp Ile
425

Ala Val Pro Ser Ala Gly Ala Ser
440 445

Leu Glu Ala Ser Ser Val Asn Tyr
455 460

320

Leu Val Ala
335

Leu Thr Lys
350

Thr Pro Asp

Thr Gly Thr

Ser Glu Val
400

Ser Phe Glu
415

Val Met Glu
430

val Ile Gln

Glu Ser Ile
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Lys His
465

Ser Leu

Asn Ile

Asp Phe
530

Asp His

545

Asp Leu

Glu Thr

Ser Met

Glu

Lys

Asn

Asp

515

Ser

Ser

Phe

val

Ile
595

Pro Glu Asn
470

Lys Val Ser
485

Ala Ala lLeu
500

Leu Ile Lys

Asp Tyr Ser

Glu Leu Val
550

Ser Asp Asp
565

Met ILeu Val
580

Glu Tyr Glu

29/76

Pro Pro

Gly Ile

Gln Glu

Glu Thr

520

Glu Met

535

Glu Asp

Ser Ile

Lys Glu

Asn Lys
600

Pro

Lys

Thr

505

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

585

Glu

Tyr Glu Glu Ala
475

Glu Glu Ile Lys
490

Glu Ala Pro Tyr

Leu Ser Ala Glu
525

Lys Val Glu Gln
540

Ser Pro Asp Ser
555

Asp Val Pro Gln
570

Leu Thr Glu Thr

Lys Leu Ser Ala
605

Met

Glu

Ile

510

Pro

Pro

Glu

Lys

Ser

590

Leu

Ser

Pro

495

Ser

Ala

Val

Pro

Gln

575

Phe

Pro

Val

480

Glu

Ile

Pro

Pro

Val

560

Asp

Glu

Pro
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Glu Gly
610

Thr Lys
625

Glu Lys

Asn Asp

Thr FPhe

Leu Ile

690

Thr Asp
705

Gly Ala

Lys Asn

Gly

Asp

Ile

Asp

Ser

675

Ser

Leu

Gly

Ile

30/76

Lys Pro Tyr Leu Glu Ser Phe

615

Thr Leu Leu Pro Asp Glu Val

Pro Leu
645

Leu Phe
660

Asp Ser

Ser Lys

Glu Vval

Ser Leu

725

Gln Pro
740

630

Gln Met

Ile Ser

Ser Pro

Thr Asp

695

Ser His
710

Pro Cys

Lys Val

Glu

Lys

Ile

680

Ser

Lys

Thr

Glu

Glu lLeu
650

Glu Ala
665

Glu Ile

Phe Ser

Ser Glu

Glu Leu

730

Glu Lys
745

Lys Leu
620

Ser Thr
635

Ser Thr

Gln Ile

Ile Asp

Lys Len

700

Ile Ala
715

Pro His

Ile Ser

Ser Leu

I.eu Ser

Ala Val

Arg Glu

670

Glu Phe

685

Ala Arg

Asn Ala

Asp Leu

Asp Asn

Lys Lys
640

Tyr Ser
655

Thr Glu

Pro Thr

Glu Tyr

Pro Asp

720

Ser Leu
735

Phe Ser Asp Asp

750

Y
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Phe Ser Lys Asn Gly Ser Ala Thr Ser Lys Val lLeu

Asp Val Ser Ala leu Ala Thr Gln Ala Glu Ile Glu

31/76

755 760

770 715

T80

Leu Leu Pro Pro
765

Ser Ile Val Lys

Pro Lys Val Leu Val Lys Glu Ala Glu Lys Lys Leu Pro Ser Asp Thr

785

790

795

800

Glu Lys Glu Asp Arg Ser Pro Ser Ala Ile Phe Ser Ala Glu Leu Ser

805 810

Lys Thr Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

10

PRT

Mus musculus

UNION

{1)..(10)

815

parte hipervariable de cadena pesada de 3A6
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18

20

25

<400>

32/76

Gly Phe Asp Phe Arg Arg Asn Trp Met Ser

1

<210>

<211>

212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

5 10

17

PRT

Mus musculus

UNION

(1) ..(17)

parte hipervariable de cadena pesada de 3A6

Glu Ile Asn Pro Asp Ser Ser Lys Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu lLys

1

Asp

5 10 15
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25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

33/76

PRT

Mus musculus

UNION

(1)..(9)

parte hipervariable de cadena pesada de 3A6

10

Pro Val Trp Met Tyr Ala Met Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5

11

16

PRT

Mus musculus
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34176

<220>

<221> UNION

<222> (1)..(16)

<223> parte hipervariable de cadena ligera de 3A6

<400> 11

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
1 5 10 15

<210> 12

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> UNION

<222> (1)..(7)

<223> parte hipervariable de cadena pesada de 3A6
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35/76

<400> 12

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221>

<222> (1)..(9)

<223> parte hipervariable de cadena ligera de 3A6

<400> 13

Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gln Thr
1 5

<21> 14



<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

10

<223>

<400>

36/76

30

ADN

Mus musculus

varios_unidn

(1)..(30)

ADN-CDR-H1-3A6

14

ggattcgatt ttagaagaaa ttggatgagt

15

<210>

<211>

<212>

20
<213>

<220>

25 <221>

15

51

ADN

Mus musculus

varios_unién

30
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<222>

(1) .. (51)

<223> ADN-CDR-H2-3A6

<400>

gaaattaatc cagatagcag taagataaac tatacgccat ctctaaagga t

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

w223

<400>

15

16

27

ADN

Mus musculus

varios_unién

{1)..(27)

ADN-CDR-H3-3A6

16

ccggtctgga tgtatgctat ggactac

<210> 17

51

27
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<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

aagtcaagtc agagcctctt geatagtgat ggaaagacat atttgaat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

38/76

48

ADN

Mus musculus

varios_unién

(1)..(48)

ADN-CDR'1-3R6é

17

18

21

ADN

Mus musculus

varios unién
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<222>

39/76

(1)..(21)

<223> ADN-CDR'Z2-3A6

<400>

18

ctggtgtcta aactggactc t

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

19

27

ADN

Mus musculus

varios_unién

{1)..(27)

ADN-CDR'3-3A6

19

tggcaaggta cacattttcc tcagacg

<210> 20

21

217



<211>

212>

<213>

<220>

<221>

<222>

10
<223>

<400>

40/76

54

ADN

Mus musculus

CDs

(1) .. (54)

secuencia lider para cadena pesada de 3A6

20

atg gat ttt ggg ctg att ttt ttt att gtt ggt ctt tta aaa ggg gtc
15 Met Asp Phe Gly Leu Ile Phe Phe Ile Val Gly Leu Leu Lys Gly Val

1

5 10 15

cag tgt

Gln Cys

20
<210>

<211>

<212>

25 <213>

21

18

PRT

Mus musculus

48

54



10

15

20

25

<400>

417176

21

Met Asp Phe Gly Leu Ile Fhe Fhe Ile Val Gly Leu lLeu Lys Gly Val

1

5 10 15

Gln Cys

<210>

<211>

<212>

<213>

22
57
ADN

Mus musculus

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(57)

<223> secuencia lider para cadena ligera de 346

<400> 22

atg agt cct gcc cag ttc ctg ttt ctg tta gtg ctc tgg att cgg gaa 48

Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg Glu

1

5 10 15
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42176 N\

acc age ggt 57
Thr Ser Gly

<210>

<211>

<212>

<213

<400>

23

19

PRT

Mus musculus

23

Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val leu Trp Ile Arg Glu

1

5 10 15

Thr Ser Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

24

181

PRT

Homo saplens



43/76

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(181)

<223> Nig-20 humano

<400> 24

Gly Thr Lys Ile Ala Tyr Glu Thr Lys Met Asp Leu Val Gln Thr Ser
1 5 10 15

Glu Val Met Gln Glu Ser Leu Tyr Pro Ala Ala Gln Leu Cys Pro Ser
20 25 30

Phe Glu Glu Ser Glu Ala Thr Pro Ser Pro Val Leu Pro Asp Ile Val
35 40 45

Met Glu Ala Pro Leu Asn Ser Ala Val Pro Ser Ala Gly Ala Ser Val
50 55 60

Ile Gln Pro Ser Ser Ser Pro leu Glu Ala Ser Ser Val Asn Tyr Glu
65 70 75 80

Ser Ile Lys His Glu Pro Glu Asn Pro Pro Pro Tyr Glu Glu Ala Met
85 90 95

Ser Val Ser Leu Lys Lys Val Ser Gly Ile Lys Glu Glu Ile Lys Glu
100 105 110
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25

44/76

Pro Glu Asn Ile Asn Ala Ala Leu Gln Glu Thr Glu Ala Pro Tyr Ile
115 120 125

Ser Ile Ala Cys Asp Leu Ile Lys Glu Thr Lys leu Ser Ala Glu Pro
130 135 140

Ala Pro Asp Phe Ser Asp Tyr Ser Glu Met Ala Lys Val Glu Gln Pro
145 150 155 160

Val Pro Asp His Ser Glu Leu Val Glu Asp Ser Ser Pro Asp Ser Glu
165 170 175

Pro Val Asp Leu Phe
180

<210> 25

<211> 3492

<212> DNA

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(3492)
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20

25

<223> NogoA de rata

<400> 25
atg gaa gac
Met. Glu Asp

1
ccg

Pro

gag
Glu

gag

Glu

ctg

65

ttec
Phe

gcg

cCcC

Pro

gac
Asp

gac
Asp
50

tcc
Ser

age
Ser

ccC
Pro

gcg
Ala

cgg
Arg

gag
Glu
35

cta
Leu

gca
Ala

age
Ser

Pro

ccc
Pro
115

ata
Ile

cct
Pro
20

gag
Glu

gag
Glu

gct
Ala

gac
Asp

gce
Ala
100

gcg
Ala

gac
Asp

ccg
Pro

gac
Asp

gaa
Glu

gcg
Ala

tcg
Ser
85

gct

Ala

cca
Pro

cag
Gln

cce
Pro

gag
Glu

ctg
Leu

gty
Val
70

gtg
Val

cct

Pro

tce
Ser

45/76

tcg teg
Ser Ser

gee tte
Ala Phe

gag gag
Glu Glu
40

gag gtg
Glu Val
55

ccg ¢cc
Pro Pro

CCcC ccec
Pro Pro

gag agg
Glu Arg

ctg ccg
Leu Pro
120

ctg gte tec teg
Leu Val Ser Ser
10

aag tac cag ttc
Lys Tyr Gln Phe
25

gag gag gac gag
Glu Glu Asp Glu

ctg gag agg aag
Leu Glu Arg Lys
60

gce gee geec gocg
Ala Ala Ala Ala
75

gcg cce cgc ggg
Ala Pro Arg Gly
90

cag cca tcc tgg
Gln Pro Ser Trp
105

cece gek gec gea
Pro Ala Ala Ala

tcc
Ser

gtg
val

gag
Glu
45

cce
Pro

ccg
Pro

Pro

gaa
Glu

gtc
val
125

acg
Thr

acg
Thr
30

gag
Glu

gca
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

Arg
110

ctg

gac
Asp
15

gag
Glu

gac
Asp

gcc
Ala

ctg
Leu

ccg
Pro
95

agc

Ser

cCcC
Pro

agce
Sex

ccc

Pro

gac
Asp

gg9g
Gly

gac
Asp
80

gce
Ala

cce
Pro

tce
Ser

48

96

144

192

240

288

336

384
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aag ctc
Lys Leu
130

cca gee
Pro Ala
145

ccg gcc
Pro Ala

ttt get
Phe Ala

aaa att
Lys Ile

caa gag
Gln Glu
210

tct cta
Ser Leu
225

ggt aac

Gly Asn

tta aat
Leu Asn

gta aat

cca gag gac

Pro

ggc
Gly

gcg
Ala

ctt
Leu

atg
Met
195

gat
Asp

tct
der

tta
Leu

gaa
Glu

aga

Glu

gcg
Ala

ccc
Pro

cct
Pro
180

gat

Asp

ttc
Phe

cct
Pro

tca
Ser

gct
Ala
260

gat

Asp

agc
Ser

aag
Lys
165

gct

Ala

ttg
Leu

Pro

ctc
Leu

gca
Ala
245

tct
Ser

tta

46/76

gac gag cct ccg gcg agg

Asp Glu
135

cce ctg
Pro Leu
150

cge agq
Arg Arg

gca tct
Ala Ser

atg gag
Met Glu

tct gtc
Ser Val
215

tca act
Ser Thr

230

gtg tca
Val Ser

aaa gag
Lys Glu

gca gaa

Pro

gcg
Ala

ggc
Gly

gag
Glu

cag
Gln
200

ctg
Lau

gtt
Val

tce

Ser

ttg
Leu

ttt

Pro

gag
Glu

tcc
Ser

cct
Pro
185

cCa

Pro

ctt
Leu

tct
Ser

tca

Ser

cca
Pro
265

tca

Ala Arg

Cce ‘gee
Pro Ala
155

ggc tca
Gly Ser
170

gtg ata
val Ile

ggt aac
Gly Asn

gaa act

cce
Pro
140

gcg
Ala

gtg
val

cce
Pro

act
Thr

gct

Glu Thr Ala

ttt aaa
Pha Lys
235

gaa gga
Glu Gly
250

gag agg
Glu Arg

gaa tta

220

gaa

Glu

aca

gca
Ala

gaa

ceg
Pro

ccec
Pro

gat
Asp

tce
Ser

gtt
Val
205
gee

Ala

cat
His

attc
Ile

aca

tat

Pro

cct
Pro

gag
Glu

tct
Ser
180
tcg

Ser

tct
Ser

gga
Gly

gaa

Glu

aat

279

tca

ceg
Pro

tce
Ser

acc
Thr
175

gca

Ala

tct
Ser

ctt
Leu

tac
Tyr

gaa
Glu
25%

cca
Pro

gaa

Pro

acg
Thr
160

ctt
Leu

gaa
Glu

ggt
Gly

cct
Pro

ctt
Leu
240

act

ttt
Phe

atg

432

480

528

576

624

672

720

7¢€8

816

864

S
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val

gga
Gly

gaa
Glu
305

tta

aaa
Lys

gaa
Glu

ttt
Phe

agt
Ser
385

aga

agt
Ser

Asn Arg Asp
278

tct
Ser

ttt
Phe

tca
Ser
290

act
Thr

aac
Asn

aag
Lys

gtt
Val

tgt
Cys

agt
Ser

gaa gac aga
Glu Asp Arg
340

atg
Met

cag
Gln
355

atg
Met

ttt
Phe

aag cca

Lys Pro

370

agg gat gtg
Arg Asp Val

aaa tgc
Lys Cys

ttyg
Leu

gaa ggc aga

Leu Ala Glu

aaa tcc

ggc
Gly Ser

295

Lys

gaa
Glu

gaa
Glu
310

gta
Val

ctt
Leu

gca gcc
Ala Ala

325

gtt
Val

tct
Ser

gtg
val

tca gta

Val

gta

Ser Val

gaa
Glu

caa gca
Gln Ala
375

ctg gct got

Phe
280

cca

Pro

att
Ile

cac
His

cca
Pro

gca
Ala
360

tgg
Trp

aga

47176

Ser

aaa
Lys

gtg
val

agt
Ser

gaa
Glu
345

cct
Pro

gaa
Glu

gct

Leu Ala Ala Arg Ala

390

gaa gat agc
Glu Asp Ser
405

ctg
Leu

gag
Glu

aat gag gat gct tct
Glu Gly Arg Asn Glu Asp Ala Ser

Glu

gga
Gly

agg

cca
Pro
330

aag

Lys

gtg
Val

gtg
Val

aat
Asan

Gln
410

tte
Phe

Ieu Glu Tyr

285

gag tca gcc

Glu Ser Ala
300

agt aaa gac

Lys Asp

315

gaa tca

Gln Glu Ser

aca atg gac
Thr Met Asp

agg gaa gag
Arg Glu Glu
365

aaa gat act
Lys Asp Thr
380

gtg gaa agt
Val Glu Ser
395

aaa agt ctt
Lys Ser Leu

ccc agt ace
Pro Ser Thr

Ser

ata
Ile

aaa
Lys

cct
Pro

att
Ile
350

tat
Tyr

tat

aaa
Lys

999
Gly

cca
Pro

Glu Met

tta gta
Leu Val

gag gat
Glu Asp
320

gtg ggt
Val Gly
335

ttt aat
Phe Asn

gca gac
Ala Asp

gag gga
Glu Gly

gtg gac
Val Asp
400

aay gat
Lys Asp
415

gaa cct
Glu Pro

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

i248

1296
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gtg
val

gca

act
Thr
465

Gln

gta
val

tca
Ser

cca
Pro

ggt

aag
Lys

acc
Thr
450

tca

Ser

att
Ile

gca
Ala

aag
Lys

gat
Asp
530

aca

Gly Thr

545

gaa

gct

Glu Ala

gac
Asp
435

gaa
Glu

gaa
Glu

ata
Ile

gta
Val

gtg
Val

515
tta

Leu

aag
Lys

ata
Ile

420
agc

Ser

agc
Ser

aat
Asn

aca

cag
Gln
500

act
Thrx

gtt
val

att
Ile

caa
Gln

tcc
Ser

ace
Thr

aaa
Lys

gag
Glu
485

gat
Asp

gag
Glu

cag
Gln

gct
Ala

gaa
Glu
565

aga gca tat
Arg Ala Tyr
440

aca
Thr

gca aac
Ala Asn
455

aca
Thr
470

gat gaa
Asp Glu

aag act agc

Lys Thr Ser

tct
Ser

gag gca
Glu Ala

gca
Ala

gca gtg
Ala val
520

gaa gca tgt
Glu Ala Cys
535

tat gaa aca
Tyr Glu Thr
550

tca ctt tac
Ser Leu Tyr

48/76

425

att
Ile

act
Thr

aaa
Lys

cce
Pro

gat
Asp
505

tca

Ser

gaa
Glu

aaa
Lys

cCcC
Pro

acc tgt gct
Thr Cys Ala

ttc cct
Phe Pro

ttg
Leu
460

aaa ata
Lys Ile
475

gaa
Glu

aaa acg tca
Lys Thr

490

Ser

tat gtt
Tyr Val

aca
Thr

aac atg cct

Asn Met Pro

agt gaa
Ser Glu

ctg
Leu
540

ttg
Leu

gtg gac
Val Asp
555

aca gca
Thr Ala
570

cag
Gln

tce
Ser
445

tta
Leu

gaa
Glu

aat
Asn

aca
Thr

gaa
Glu
525

aat
Asn

gtc
val

ctt
Leu

430

ttt
Phe

gaa
Glu

agyg
Arg

cct
Pro

gat
Asp
510

ggt
Gly

gaa
Glu

caa
Gln

tgc
Cys

acc

gat
Asp

aag
Lys

ttc
Phe
495

acc
Thr

ctg
Leu

gce
Ala

cca
Pro
575

tca
Ser

cat
His

gcc
Ala
480

ctt

Leu

tta
Leu

acg

aca

tca
Ser
560

tca
Ser

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

B
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ttt
Phe

atg
Met

gtg
val

gac
Asp
625

atg

cct
Pro

tecc
Ser

agt
Ser

gtg
val
705

gag gaa gct gaa gca

Glu

gaa
Glu

cag
Gln
610

agt

Ser

aat
Asn

gaa
Glu

att
Ile

Pro
690

cce
Pro

Glu

gca
Ala
595

cCcC
Pro

ata
Ile

gta
val

agt
Ser

gcg
Ala

675
gat

Asp

gaa
Glu

Ala
580

Pro

agt
Ser

aag
Lys

gca
Ala

ttt
Phe
660

tat
Cys

ttc
Phe

His

Glu

tta
Leu

gta
val

ctt

cta
Leu
645

aat
Asn

gat
Asp

tct
Ser

get

Ala

aat
Asn

tce
Ser

gag
Glu
630

aaa
Lys

gca
Ala

tta
Leu

aat
Asn

gag
Glu
710

49/76

act ccg teca

Thr

tct
Ser

cca
Pro
615

cct
Pro

gct
Ala

gct
Ala

att
Ile

tat

Tyr
695

cta
Leu

Pro

ctc

leu
600

ctg
Leu

gaa
Glu

ttg
Leu

gtt
Val

aaa
Lys
680

tca
Ser

Ser
585

ctt
Leu

gaa
Glu

aac
Asn

gga
Gly

cag
Gln
665

gaa
Glu

gaa
Glu

cca
Pro

cca
Pro

gea
Ala

ccc
Pro

aca
Thr
650

gaa
Glu

aca

ata
Ile

gtg gag gat
val Glu Asp

gtt
Val

agc
Ser

cct
Pro

cca
Pro
635

aag
Lys

aca
Thr

aag
Lys

gca
Ala

tee
Ser
715

ttg

gct
Ala

cct
Pro
620

cca
Pro

gaa
Glu

gaa
Glu

ctc
Leu

aaa
Lys
700

tca
Ser

cct gat
Pro Asp
590

ggt gct
Gly Ala
605

cca gtt
Pro Val

tat gaa
Tyr Glu

gga ata
Gly Ile

gct cct
Ala Pro
670

tcc act
Ser Thr
685

ttc gag

Phe Glu

cct gaa
Pro Glu

att
Ile

tct
Ser

agt

Ser

gaa
Glu

aaa
Lys
655

tat

Tyr

gag
Glu

aag
Lys

tct
Ser

gtt
val

gta
Val

tat
Tyr

gcc
Ala
640

gag
Glu

ata
Ile

cca
Pro

tcg
Ser

gaa
Glu
720

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160
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cca gtt gac tta

Pro

Gln

gag
Glu

gag
Glu

aca

785

aaa

Lys

gat
Asp

ttt
Phe

gtc
Val

cta

val

gag
Glu

aca
Thr

cta
Leu
770

daa

Lys

att
Ile

gac
Asp

tca
Ser

agt
Ser
850

gaa

Asp Leu

gag gct
Glu Ala
740

gta gce
Val Ala
755

gga aag
Gly Lys

gat gct
Asp Ala

tct ttg
Ser Leu

tta ctt
Leu Leu
820

gat tca
Asp Ser
835

gct aaa

Ala Lys

gta tcc

ttt
Phe
725

gtg
Val

cag
Gln

Pro

gca
Ala

caa
Gln
805

tct
Ser

tct
Ser

gat
Asp

gac

agt
Ser

atg
Met

cac
His

tat
Tyr

tct
Ser
790

atg

Met

tct
Ser

Pro

gat
Asp

gat
Asp

ctc
Leu

aaa
Lys

tta
Leu
775

aat

gat
Asp

atg
Met

gag
Glu
760

gag
Glu

gac

Asn Asp

gaa
Glu

aag
Lys

att
Ile

tct
Ser
855

agt

gag
Glu

gaa
Glu

gag
Glu
840

cct

Pro

gaa

50/76

tcg
Ser

aag
Lys
745

gag
Glu

tct
Ser

att
Ile

ttt
Phe

gac
Asp
825

ata
Ile

aaa
Lys

att
Ile
730

gag
Glu

aga

Lttt
Phe

Pro

aat
Asn
810

aaa
Lys

cct
Pro

agt
Ser

ctt

cag
Gln

aca
Thr
795

act

gaa gtc
Glu val

ctc act
Leu Thr

agt gce
Ser Ala
765

cce aat
Pro Asn
780

ttg acc

Leu Thr

gca att

Thr Ala Ile

ata aaa gaa
Ile Lys Glu

ata gat gaa ttt
Ile Asp Glu Fhe

845

tta gcc aag gag
Leu Ala Lys Glu

860

att get aat atc caa

cca
Pro

gaa
Glu
750

tca
Ser

tta
Leu

aaa
Lys

tat
Tyr

agt
Ser
830

cCce
Pro

tac
Tyr

agc

caa
Gln
735

gtg
val

cct
Pro

cat
His

aag
Lys

tca
Ser
815

gaa
Glu

acqg
Thr

act
Thr

999

aca
Thr

tct
Ser

cag
Gln

agt
Ser

gag
Glu
800

aat

Asn

aca

ttt
Fhe

gat
Asp

gca

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640
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Leu Glu
865
gat tca

Asp Ser

ata
Ile

tat
Tyr

agq tcc

Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
930
acg aaa
Lys
945
aga tcc

Arg Ser

gtt gac
Val Asp

ggt gcc
Gly Ala

agt gta
Ser Val

Val

ttg
Leu

cct
Pro

agt
Ser
g15

cct
Pro

gaa
Glu

ctg
Leu

cte
Leu

agc
Ser
995

Ser Asp Lys
870

tta
Leu

cct tgc
Pro Cys

885
aaa gat
Asp

gaa
Lys Glu

900

tect
Ser

gta
val

aag
Lys

cag
Gln

aca
Thr

gaa
Glu

gca aaa

Ala

gag
Glu Lys
950
tca gct
Ala

965

gta

Ser Val

tac

Tyr

cte tgg

Leu Trp

280

tta
Leu

ttc ctg

Leu

Ser

gaa
Glu

gta
Val

gca

atg
Met
935

aaa

Lys

ttg
Leu

aga
Arg

ctg
Leu

51/76

Glu Ile

ttg
Leu

cce
Pro

cat gtt
Val

905

His

ata
Ile

tcc
Ser
920

ggc
Gly

agce
Ser

cct
Pro

ctt
Leu

tca gca
Ser Ala

att
Ile
585

gac
Asp

ctg tct ctg aca gtg ttc age att gtc
Leu Ser Leu Thr Val Phe Ser Ile Val

1000

Ala Asn Ile
875

tgt gac ctt
Cys Asp Leu
890

tca gat gaa
Ser Asp Glu

tcg cct tca
Ser Pro Ser

ata gtt aaa
Ile Val Lys
940

tct gac aca
Ser Asp Thr
955

gag ctg agt
Glu leu Ser
970

aag aag act
Lys Lys Thr

Gln

tct
Ser

ttc
Phe

aat
Asn
925

tce

Ser

gag
Glu

aaa
Lys

gga
Gly

Ser Gly Ala
880

ttc aag aat

Phe Lys Asn
895

tcc gaa aat

Ser Glu Asn

910

gtc
vVal

tet get
Ser Ala

aaa tca ctt

Lys Ser lLeu

aaa gag gac
Glu Asp

960

Lys

act
Thr

tca gtt
Ser Val
975

gtg gtg ttt
Val Val Phe

990

1005

acg gcc tac att gcc ttg gce ctg cte tcg gtg act atc
Thr Ala Tyr Ile Ala Leu Ala Leu Leu Ser Val Thr Ile

2688

2736

2784

2832

20880

2928

2976

3024

3069
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1010

agce ttt
Ser Phe
1025

gat gaa
Asp Glu
1040

ata tca
Ile Ser
1055

cat gtg
His Val
1070

gat gat

Asp Asp
1085

ttt act
Phe Thr
1100

tta gct
1115
cat cag
His Gln
1130
gkt aag

Val Lys
1145

agg
Arg

ggc
Gly

gag
Glu

aac

tat
Tyr

ctg
Leu

gtg
Val

gat

ata
Ile

cac
His

gaa
Glu

agc
Ser

gtt
val

gtt
val

atc
Ile

cag
Gln

gcc

Asp Ala

tat
Tyr

cca
Pro

ttg
Leu

aca
Thr

gat
Asp

ggt

aag
Lys

ttc
Phe

gtt
Val

ata
Ile

tee

Ser

gce

Gly Ala

tca
Ser

ata

cte

gat

52/76

1015

ggc gtg
Gly Val
1030

agg gca

1045

cag aaa
Gln Lys
1060

aaa gaa
Lys Glu
1075

ctg aag
Leu Lys
1090

ttg ttc
Leu Phe
1105

ttc agt
Phe Ser

1120

cat tat

Ile Asp His Tyr

1135

atg gcc aaa atc
Met Ala Lys Ile

1150

atc cag
Ile Gln

tat tta
Tyr Leu

tac agt
Tyr Ser

ctg agg
Leu Arg

ttt gca
Phe Ala

aat ggt
Asn Gly

att cct
Ile Pro

cta gga
Leu Gly

caa gca
Gln Ala

gct
Ala

gaa
Glu

aat
Asn

Arg

gtg
Val

ctg
Leu

gtt
Val

ctt
Leu

aaa
Lys

1020

atc
Ile
1035

tct
Ser
1050

tet
Ser
1065

ctt
Leu
1080

ttg
Leu
1095

aca
Thr
1110

att
Ile
1125

gea
Ala
1140

atce
Ile
1155

cag
Gln

gaa
Glu

gct
Ala

ttc
Phe

atg
Met

cta
Leu

tat
Tyr

aac
Asn

cct
Pro

aaa tca
Lys Ser

gtt gct
Val Ala

ctt ggt
Leu Gly

tta gtt
Leu Val

tgg gtg
Trp Val

ctg att
Leu Ile

gaa cgg
Glu Arg

aag agt
Lys Sex

gga ttg
Gly Leu

3114

3159

3204

3249

3294

3339

3364

3429

34714

%
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53/76
aag cgc aaa geca gat tga
Lys Arg Lys Ala Asp
1160
<210> 26
<211> 1163

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 26

Met Glu Asp Ile Asp Gln Ser Ser Leu Val Ser Ser Ser Thr Asp Ser
1 5 10 15

Pro Pro Arg Pro Pro Pro Ala Phe Lys Tyr Gln Phe Val Thr Glu Pro
20 25 30

Glu Asp Glu Glu Asp Glu Glu Glu Glu Glu Asp Glu Glu Glu Asp Asp
35 10 45

Glu Asp Leu Glu Glu Leu Glu Val Leu Glu Arg Lys Pro Ala Ala Gly
50 55 60

Leu Ser Ala Ala Ala Val Pro Pro Ala Ala Ala Ala Pro Leu Leu Asp
65 70 75 80

3492
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Phe

Lys

Pro

145

Pro

Phe

Lys

Gln

Ser Ser Asp Ser
85

Pro Pro Ala Ala
100

Ala Pro Ala Pro
115

Leu Pro Glu Asp
130

Ala Gly Ala Ser

Ala Ala Pro Lys
165

Ala Leu Pro Ala
180

Ile Met Asp Leu
195

Glu Asp Phe Pro
210

val

Pro

Ser

Asp

Pro

150

Arg

Ala

Met

Ser

54/76

Pro Pro

Glu Arg

Leu Pro
120

Glu Pro
135

Ieu Ala

Arg Gly

Ser Glu

Glu Gln

200

Val Leu
215

Ala

Gln

105

Pro

Pro

Glu

Ser

Pro

185

Pro

Leu

Pro Arg Gly Pro Leu Pro
90 95

Pro Ser Trp Glu Arg Ser
110

Ala Ala Ala Val Leu Pro
125

Ala Arg Pro Pro Pro Pro
140

Pro Ala Ala Pro Pro Ser
155

Gly Ser Val Asp Glu Thr
170 175

Val Ile Pro Ser Ser Ala
190

Gly Asn Thr Val Ser Ser
205

Glu Thr Ala Ala Ser Leu
220

Ala

Pro

Ser

Pro

Thr

160

Leu

Glu

Gly

Pro
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Ser Leu Ser Pro
225

Gly Asn Leu Ser

Leu Asn Glu Ala
260

Val Asn Arg Asp
275

Gly Ser Ser Phe
290

Glu Asn Thr Lys
305

Leu Ser Thr Val
230

Ala Val Ser Ser
245

Ser Lys Glu Leu

Leu Ala Glu Phe
280

Lys Gly Ser Pro
295

Glu Glu val Ile
310

Leu Val Cys Ser Ala Ala lLeu His

Lys Glu Asp Arg
340

Glu Met Gln Met
355

325

Val Val Ser Pro

Ser Val val Ala
360

55/76

Ser Fhe Lys Glu His Gly
235

Ser Glu Gly Thr Ile Glu
250

Pro Glu Arg Ala Thr Asn
265 270

Ser Glu Leu Glu Tyr Ser
285

Lys Gly Glu Ser Ala Ile
300

Val Arg Ser Lys Asp Lys
315

Ser Pro Gln Glu Ser Pro
330

Glu Lys Thr Met Asp Ile
345 350

Pro Val Arg Glu Glu Tyr
365

Phe Lys Pro Phe Glu Gln Ala Trp Glu Val Lys Asp Thr Tyr

Tyr Leu
240

Glu Thr
255

Pro FPhe

Glu Met

Leu Val

Glu Asp

320

Val Gly
335

Phe Asn

Ala Asp

Glu Gly
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370

Ser Arg Asp Val
385

Arg Lys Cys Leu

Ser Glu Gly Arg
420

Val Lys Asp Ser
435

Ala Thr Glu Ser
450

Thr Ser Glu Asn
465

Gln Ile Ile Thr

Val Ala Val Gln
500

Ser Lys Val Thr
) 515

375

Leu Ala Ala Arg
390

Glu Asp Ser Leu
405

Asn Glu Asp Ala

Ser Arg Ala Tyr
440

Thr Thr Ala Asn
455

Lys Thr Asp Glu
470

Glu Lys Thr Ser
485

Asp Ser Glu Ala

Glu Ala Ala Val
520

56/76

Ala Asn Val
395

Glu Gln Lys
410

Ser Phe Pro
425

Ile Thr Cys

Thr Phe Pro

Lys Lys Ile
475

Pro Lys Thr
450

Asp Tyr Val
505

Ser Asn Met

380

Glu

Ser

Ser

Ala

Leu

460

Glu

Ser

Thr

Pro

Ser

Leu

Thr

Ser

445

Leu

Glu

Asn

Thr

Glu
525

Lys Val

Gly Lys
415

Pro Glu
430

Fhe Thr

Glu Asp

Arg Lys

Pro Phe
495

Asp Thr
510

Gly Leu

Asp

400

Asp

Pro

Ser

His

Ala

480

Leu

Leu

Thr
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Pro Asp
530

Gly Thr
545

Glu Ala

Phe Glu

Met Glu

Val Gln

610

Asp Ser
625

Met Asn

Pro Glu

Leu

Lys

Ile

Glu

Ala

595

Pro

Ile

Val

Ser

val

Ile

Gln

Ala

580

Pro

Ser

Lys

Ala

Phe
660

57176

Gln Glu Ala Cys Glu Ser Glu leu
535 540

Ala Tyr Glu Thr Lys Val Asp Leu
550 555

Glu Ser Leu Tyr Pro Thr Ala Gln
565 570

Glu Ala Thr Pro Ser Pro Val lLeu
585

Leu Asn Ser Leu Leu Pro Ser Ala
600

Val Ser Pro Leu Glu Ala Pro Pro
615 620

Leu Glu Pro Glu Asn Pro Pro Pro
630 635

Leu Lys Ala Leu Gly Thr Lys Glu
645 650

Asn Glu Ala Thr

Val Gln

Leu Cys

Pro Asp

590

Gly Ala

605

Pro Val

Tyr Glu

Gly Ile

Thr Ser
560

Pro Ser
575

Ile Val

Ser Val

Ser Tyr

Glu Ala

€40

Lys Glu
655

Asn Ala Ala Val Gln Glu Thr Glu Ala Pro Tyr Ile

665

670
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Ser

Ser

val

705

Pro

Gln

Glu

Glu

Thr
785

Lys

Ile

Pro

690

Pro

Val

Glu

Thr

leu

770

Lys

Ile

58/76

Ala Cys Asp Leu Ile Lys
675 680

Asp Phe Ser Asn Tyr Ser
695

Glu His Ala Glu Leu Val
710

Asp Leu Phe Ser Asp Asp
725

Glu Ala Val Met Leu Met
740

Val Ala Gln His Lys Glu
155 760

Gly Lys Pro Tyr Leu Glu
775

Asp Ala Ala Ser Asn Asp
790

Ser Leu Gln Met Glu Glu
805

Glu Thr Lys Leu Ser Thr
685

Glu Ile Ala Lys Fhe Glu
700

Glu Asp Ser Ser Pro Glu
715

Ser Ile Pro Glu Val Pro
730

Lys Glu Ser Leu Thr Glu
745 750

Glu Arg Leu Ser Ala Ser
765

Ser Phe Gln Pro Asn lLeu
780

Ile Pro Thr leu Thr Lys
795

Phe Asn Thr Ala Ile Tyr
810

Glu Pro

Lys Ser

Ser Glu
720

Gln Thr
735

Val Ser

Pro Gln

His Ser

Lys Glu

800

Ser Asn
B15
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Asp Asp

Phe Ser

val Ser
B850

Leu Glu
B65

Asp Ser

Ile Tyr

Arg Ser

Leu Glu

930

Thr Lys

945

Arg Ser

Leu

Asp

835

Ala

Val

Leu

Pro

Ser

915

Pro

Glu

Leu

Leu Ser
820

Ser Ser

Ser

Pro

Lys Asp Asp

Ser Asp

Pro Cys

885

Lys Asp

200

val Ser

Gln Thr

Ala Glu

Ser Ala

Lys

870

Leu

Glu

Lys

Glu

Lys
950

val

$9/76

Lys Glu Asp Lys Ile
825

Ile Glu Ile Ile Asp
840

Ser Pro Lys Leu Ala
855

Ser Glu Ile Ala Asn
875

Glu Isu Pro Cys Asp
890

Val His val Ser Asp
205

Ala Ser Ile Ser Pro
920

Met Gly Ser Ile Val
935

Lys Leu Pro Ser Asp
955

Leu Ser Ala Glu Leu

Lys

Glu

Lys

860

Ile

Leu

Glu

Ser

Lys

940

Thr

Ser

Glu

845

Glu

Gln

Ser

Phe

Asn

925

Ser

Glu

Lys

Ser Glu Thr
830

Pro Thr Phe

Tyr Thr Asp

Ser Gly Ala
BBO

Phe Lys Asn
835

Ser Glu Asn
910

Val Ser Ala

Lys Ser Leu

Lys Glu Asp
960

Thr Ser Val



60/76

965 970 975

Val Asp Leu Leu Tyr Trp Arg Asp Ile Lys Lys Thr Gly Val Val Phe
980 985 990

Gly Ala Ser Leu Phe Leu Leu Leu Ser lLeu Thr Val Phe Ser Ile Val
995 1000 1005

Ser Val Thr Ala Tyr Ile Ala Leu Ala Leu Leu Ser Val Thr Ile
1010 1015 1020

Ser Phe Arg Ile Tyr Lys Gly Val Ile Gln Ala Ile Gln Lys Ser
1025 1030 1035

Asp Glu Gly His Pro Phe Arg Ala Tyr Ieu Glu Ser Glu Val Ala
1040 1045 1050

Ile Ser Glu Glu Leu Val Gln Lys Tyr Ser Asn Ser Ala Leu Gly
1055 1060 1065

His Val Asn Ser Thr Ile Lys Glu Leu Arg Arg Leu Phe Leu Val
1070 1075 1080

Asp Asp Leu Val Asp Ser Leu Lys Phe Ala Val Leu Met Trp Val
1085 1090 1095

Phe Thr Tyr Val Gly Ala Leu Phe Asn Gly Leu Thr ILeu Leu Ile
1100 1105 1110
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15

20

25

leu Ala Leu Ile Ser lLeu Phe Ser Ile Pro Val Ile Tyr Glu Arg
1115 1120

1125

His Gln Val Gln Ile Asp His Tyr Leu Gly Leu Ala Asn Lys Ser

1130

1135

1140

Val Lys Asp Ala Met Ala Lys 1Ile Gln Ala Lys Ile Pro Gly lLeu
1145 1150

Lys Arg Lys Ala Asp
1160

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

27

25

PRT

Rattus norvegicus

PEPTIDO

(1)..(25)

PEP4 de rata

1155



62/76

<400> 27

Glu Glu Leu Val Gln Lys Tyr Ser Asn Ser Ala Leu Gly His Val Asn
1 5 10 15

Ser Thr Ile Lys Glu Leu Arg Arg Leu

10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

20 25

28

17

PRT

Secuenclia Artificial

péptido rico en PRO/SER

PEPTIDO

(1)..(17)

Péptido sintético

28
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63/76

Pro Ser Ser Pro Pro Pro Ser Ser Pro Pro Pro Ser Ser Pro Pro Pro

1

Ser

<210>

<211>

12>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

222>

<223>

<400>

5 10 15

29

25

ADN

Secuencia Artificial

CA-NA-2F

iniciador_unién

{1)..(25)

iniciador CA-NA-2F

29

aagcaccatt gaattctgca gttcc 25
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

64/76

30

28

ADN

Secuencia Artificial

CA-NA-3R

iniciador_unién

(1) ..(28)

30

aactgcagta ctgagctcct ccatctgc

<210>

<211>

<212>

<213>

31

33

ADN

Secuencia Artificial

28
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<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

65/76

5' anterior

iniciador_unién

(1)..(33)

iniciador anterior

31

gtcgcggate catggagacce ctttttgcte tte

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

32

27

ADN

Secuencia Artificial

5' inverso

33
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<221>

222>

<223>

<400>

66/76

iniciador_unién

(1)..(27)

iniciador inverso

32

gttctcgagt tatgaagttt tactcag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

222>

<223>

<400>

3

29

ADN

Secuencia Artificial

5'-1 anterior

iniciador unién

{1)..(29)

iniciador

a3

21
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67/76

gtgcggatcee atggatttga aggagcagce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

34

28

ADN

Secuencia Artificial

5'-1 inverso

iniciador unién

(1)..(28)
iniciador
34

gtttctcgag tgaagtttta ttcagetc

<210>

<211>

<212>

35

20

ADN

29

28
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68/76

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> diniciador 5'

<220>

<221> iniciador_unién

<222> (1}..(20)

<223> iniciador

<400> 35

tccacecegg cecgegeccaa

<210> 36

<211> 22

<212> ADN

<€213> Secuencia Artificial

<220>

<223> iniciador 2 5°

20
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20

25

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

69/76

iniciador_unién

{1)..{22)
iniciador
36

aatgatgggc aaagctgtgc tg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

37

24

ADN

Secuencia Artificial

iniciador 3°

iniciador_unién

(1)..(24)

iniciador

22
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<400>

70/76

37

ggtacaaaga ttgcttatga aaca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

38

22

ADN

Secuencia Artificial

iniciador 2 3°

iniciador_unién

{1)..(22)
iniciador
38

agcagggcca aggcaatgta gg

<210>

39

22



10

15

20

25

71/76

<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> lider 5'-VL
<220>

<221> iniciador_unién
<222> (1)..(28)

<223> iniciador

<400> 39
aatatgagtc ctgcccagtt cctgttte

<210> 40
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

28
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20
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<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<4Q0>

72176

3'-Ck

iniciador_unién

(1)..(32)

iniciador

40

ttaggaattc ctaacactct cccctgttga ag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

41
31
ADN

Secuencia Artificial

lider 5'-VH

iniciador_unién

32

e
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15

20

25

<222>

<223>

<400>

73176

(1)..(31)

iniciador

41

aatatggatt ttgggctgat tttttttatt g

<210> 42

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> gozne 3'-CH
<220>

<221> 4iniciador_unién
<222> (1)..(24)

<223> iniclador

<400> 42

aattgggcaa cgttgcaggt gacg

3l

24
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15

20
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

74176

43

663

ADN

Mus musculus

varios_unién

(1) ..(663)

Parte variable de ADN de 3A6 de cadena pesada

43

atggatttty ggctgatttt ttttattgtt ggtcttttaa

aagcttcteg agtctggagg tggectggtg cagectggag

gtagtctcag gattcgattt tagaagaaat tggatgagtt

aaagggctag aatggattgg agaaattaat ccagatagca

tctctaaagyg ataaattcat catctccaga gacaatgeca

gtgagcacag tgagatctga ggacacagcc ctttattact

tatgctatgg actactgggg tcaaggaacc tcagtcaccg

cccccatctg tctatccact ‘ggoccoctgga tetgetgece

aaggggtcca gtgtgaggtg

gatccctgaa actctcctgt

gggtccggca ggctectggg

gtaagataaa ctatacgcca

agaatacgct gtacctgcaa

gtgtgagacc ggtctggatg

tetectcage caaaacgaca

aaactaactc catggtgacc

60

120

1o

240

300

360

420

480
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75/76 \\D

ctgggatgcc tggtcaaggg ctatttccct gagecagtga cagtgacctg gaactctgga 540
tccctgtcca geggtgtgea caccttcoceca gotgtectge agtetgacct ctacactetg 600
agcagctcag tgactgtcee ctccagcacc tggcccageg agacegtcac ctgcaacgtt 660

gce 663

<210> 44
<211> 717
<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> varios uniébn
<€222> (1)..{717)

<223> Parte variable de 3A6 de cadena ligera

<400> 44
atgagtcctg cccagttcet gtttctgtta gtgctctgga ttegggaaac cageggtgat 60

gttctgttga cccagactcc tctecactttg tcgataacca ttggacaacc agcctccate 120

tcttgecaagt caagtcagag cetcttgcoat agtgatggaa agacatattt gaattggttg 180



10

ttacagaggc

ggagtccctg

agagtggagg

acgttcggtg

atcttcccac

aacaacttct

aatggogtece

agcaccctca

actcacaaga

caggccagtc

acaggttcac

ctgaggattt

gaggcaccaa

catccagtga

accccaaaga

tgaacagttg

cgttgaccaa

catcaacttc

76/76

tccaaagegce

tggcagtgga

gggactttat

gctggaaate

gcagttaaca

catcaatgtc

gactgatcag

ggacgagtat

acccatigte

ctaatctatc

tcagggacgg

tattgctgge

aaacgggctg

tctggaggtg

aagtggaaga

gacagcaaag

gaacgacata

aagagcttca

tggtgtctaa

atttcacact

aaggtacaca

atgctgcacc

cctcagtegt

ttgatggcag

acagcaccta

acagctatac

acaggggaga

actggactct

gaaaatcagc

ttttectcag

aactgtatce

gtgcttcttg

tgaacgacaa

cagcatgage

ctgtgaggcc

gtgttag

240

300

360

420

480

540

600

660

7
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From the
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Corporate intellectual Property

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY - 5, Sep. 2005

FRCT =

LEON, Susanna
NOVARTIS AG

Corporate Intellectual Property NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

THE INTERNATIONAL PRELIMINARY

alV
PATENT COOPERATION TREATY /é“’

CJ:

Ay

CH-4002 Basel
SUISSE Corporate Ints!lectual Property REPORT ON PATENTABILITY
71.
- 5,5ep. 2005 (PCT Rule 71.1)
Co Date of mailing
F/F |MiD] FIL | PS [EoPY (dayinonthiear) 02.09.2005
| Applicants or agent's file reference :
PN/A4-33349AANZ IMPORTANT NOTIFICATION
intermational apphcation No Intemational fiing date (daymonthyear) Prionty date {daytnonthirear)
PCTEP2004010489 17.08.2004 19.09.2003
Applicant
NOVARTIS AG et al.

1. The applicant is hereby notified that this International Prehminary Examining Authority transmits herewith the

international preliminary report on patentabilty and its annexes, if any, established on the international
apphcation.

2. A copy of the report and its annexes, If any, 1s being transmitted to the International Bureau for
communication to all the elected Offices.

3. Where required by any of the elected Offices, the Intemational Bureau will prepare an English translation of
the report {but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices.

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (filing
translations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later \n some Officas)
(Article 39(1)) (see also the remindar sent by the International Bureau with Form PCTABG301).

Where a transiation of the international apphication must be furnished to an elected Office, that translation
must contain a translation of any annexes to the international preliminary report on patentability. It is the
applicant's responsibility to prepare and furmish such translation directly to each elected Office concerned.

For further details on the applicable time imits and requirements of the elected Officas, see Voiumae Il of the

PCT Applicant's Guide. '

The applicant's attention is drawn to Article 33(5), which provides that the critena of novelty, inventive step
and industnal applicability descnbed in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of intemational
preliminary examination and that “any Contracting State may apply additional or different criteria for the
purposes of deciding whether, in that State, the claimed inventions 1s patentable or not® (see also Article
27(5)). Such additional criteria may relate, for example, to exemptions from patentability, requirements for
enabling disclosure, clarity and support for the claims.

Name and mailing address of tha intemational Authonzed Officer
preliminary éxarmining authonty f"\
European Patent Office Cleere, C € _0))\
D-80298 Murich
@ Tel +49 89 2366 - 0 Tx 523656 apmu d Tel +49 89 2398-7713 Y Jf
Fax' +49 BO 2399 - 4485 o W

Form PCTAPEA/416 (January 2004)



PATENT COOPERATION TREATY

£ PCT

Applicant's or agent's file referance

DN 3334 9AUNZ FOR FURTHER ACTION Soe Form PCTIPEAN1S
Intemational apphcation No Intematonal filng date {day.fnonthirear) Pnonty date {dayfmonthyear)
PCT/EP2004/010489 17.08.2004 19.09.2003

Intemational Patant Classlficaton (JPC) or natonal classification and IPC
CO07K16/18, CO7K1608

Applicant
NOVARTIS AG et al.

1.  This raport is the intemational preliminary exarmination repont, establishad by this Intemnational Preliminary Examining
Autharty under Arhicle 35 and transmitted to the applicant according to Article 36.

2  This REPORT consists of a total of @ sheets, including thus cover sheet.

3  This report is also accompanied by ANNEXES, compnsing:
a. O sent to the apphcant and to the International Bureau) a total of sheats, as follows:
O shaeets of the descrption, claims andbr drawings which have been amended and are the basis of this report
andior sheets containing rectifications authorized by this Authorty {see Rule 70.16 and Section 667 of the
Administrative Inatructions)
[ sheets which supersede earlier sheets, but which this Authorty considers contain an amendment that goes
beyond the disclosure In the international application as filed, as indicated in tem 4 of Box No. | and the
Supplemental Box.
b. [1 (sent to the intematonal Bursau only) & total of (indicate type and number of electronic camer(s)) , containing a

sequence listing andbr tables related thereto, in computer readabla form only, as indicated in the Supplemental
Box Relating to Sequence Listing {see Section 802 of tha Administrative Instructions).

4. This report contains indications relating te the following tems:

B BoxNo.!  Basis of the opinion

O BoxNo.ll  Prionty

B BoxNo Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and indusinai applicability
O BoxNo IV Lack of unity of invention

B BoxNo.V  Raasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

B Box No.Vl Cerlain documents cited
[0 BoxNo VIi Ceriain defects in the intemational apphication
O Box No Viii Cenamn observations on the international apphcation

Date of submission of the demand Date of completian of this report

05.07.2005 02.09.2005

Nama and maning address of the mtemationa! Authonzed Oflicer

preliminary axamining authonty /'""N
European Patent Office h \
D-80298 Munich Lechner, O i .0) H
Te! +49 89 2309 - 0 Tx 523656 epmud A i
Fax +49 89 2390 - 4485 Telephone No +48 86 2388- 563? "“"--nf

Ferm PCTAPEA/409 (Cover Sheet) (January 2004)
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"INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.

ON PATENTABILITY PCT/EP2004/010489

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on ths international application in the ianguage in which it was
filed, unless otherwise indicated under this item

g This report is based on translations from the onginal language into the following language ,
which [s the language of a translation furnished for the purposes of:
O international search (under Rules 12.3 and 23.1(b))

O publication of the international application (under Rule 12.4)
B intemational preliminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elemenis* oi ine intemational appucatun, this report is-Lased ol (replacement sheets which
have been furnished to the receiwving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this

report as “onginally filed" and are not annexed to this raport):

Description, Pages
1-36 as ongnally filed

Claims, Numbers
1-19 as originalty fied

X asequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. 0 The amendments have resulted in the cancellation of:

O the descnption, pages

O the claims, Nos.

[0 the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specidy):

4, 00 This report has been established as f (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beycend the disclosure as filed, as indicated in the

Supplemental Box (Rule 70.2(c)).
O the description, pages
O the claims, Nos.
O the drawings, sheetsfigs
O the sequence listing (specify).
O any table(s) related to sequence listing (specify):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "supersgseded.”

Form PCTAPEA/409 (January 2004)



J* ' INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No. \O
ON PATENTABILITY

PCT/EP2004/010489

applicability

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (1o be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

(|
=®

the entire international application,

clams Nos. 1-8, 10, 12-18 (all in part)

because:

the said international application, or the sad clams Nos. 18, 18 (in pan) relate to the folilowing subject
matter which does not require an international preliminary examination (specify):

see separate sheet

the descniption, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):.

the claims, or said ciaims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opimion

could be formed.

no international search report has been established for the said claims Nos. 1-8, 10, 12-19 (all in part)

the nucleotide andbr amine acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O
a

the computer readable form O
O

has not been fumished
does not comply with the standard
has not been furnished

does not comply with the standard

the tables related to the nucleotide and/ér amino acid sequence histing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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Y. ' 'INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2004/010489

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 29,11 . »
No: Clams 1,10, 12-19
Inventive step (IS) Yes: Clams 3,56,7,89, 11
No: Clams 1,2, 4,10, 12-18
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-17 {c.f .sep shaet)

No: Claims

2. Crations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet

L Box No. VI l(.:ertalin documents cited
. 1. Certain published documents (Rule 70.10)
and /or
2. Non-wntten disclosures (Rule 70.9)

see separate sheet

-

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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'INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No

ON PATENTABILITY PCTEP2004/010489

Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, item 2:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necassary to the claimed invention, this report has been established on the basis of:

a. type of matenal:
® asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
& in wrtten format
8 in computer readable form
¢. time of filngfurmishing:
® contained in the iIntemational application as filed
0 filed together with the international application in computer readable form
& fumished subsequently to this Authonty for the purposes of search and/or examination

& received by this Authority as an amendment on

2. O In addttion, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbor table(s) relating
therato has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or
additional copies Is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,

as appropriate, were furnished.

3. Additional observations, if necessary:

Form PCTAPEA/409 {January 2004)



| ¥2
\
3

0
LN .
INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010489
Item Il
1. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability (Rule 67.1, PCT)
Claims 18, 19 relate to subject matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv), PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject matter of these claims (Article
" 34(4)a)(1), PCT).
2. Clarity (Article 6, PCT)
1. Claims 1, 10, 12-19 are unclear in the sense of Article 6, PCT. The claims
. attempt to define the subject-matter in terms of the resuit to be achieved,

i.e. binding molecules which is capable of binding to the human NogoA
polypeptide...with a Kd < 1 microM, i.e. in terms of functional features.
. Although these functional features can be tested with the methods
disclosed in the present application, the skilled person cannot understand
the definition of the claimed subject-matter, because the claimed
compounds are not limited by any structural definition and therefore no
limits to the number of compounds to be tested for the modulating activity
exist. The claim does not provide any criterion to discriminate between
known and novel compounds. Thus, the lack of clarity is to such an extent
that a meaningful search over the entire scope of said claims cannot be
carried out.
Consequently, the search and examination has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear in view of the description, namely those parts relating
to anti-NogoA/Nig/Nig-D20 mADb.
2. Claims 4-8, 10, 12-19 are unclear in the sense of Article 6, PCT as faras .
relating to "direct equivalents®. No definition for said expression is to be
' found either in the claims nor the description. A meaningful search over
the entire scope of said claims cannot be carried out.
Consequently, the search and examination has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear in view of the description, namely mAb 3A6 as defined
by the specific CDR sequences of the VL. AND VH chains (SeqglD 8-13).

>

item V

Form PCT/Saparate Sheet/409 (Shaet 1) (EPO-January 2004)
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REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010489

1 Reference is made to the following documents:

D1 FIEDLER M ET AL; "An engineered IN-1 F(ab) fragment with improved affinity for the
NogoA axonal growth inhibitor permits immunochemical detection and shows
enhanced neutralizing activity." PROTEIN ENGINEERING. NOV 2002, vol. 15, no. 11,
November 2002 (2002-11), pages 931-941, XP002321233 ISSN: 0269-2139

2 Novelty (Article '33(2), PCT)

2.1 D1 describes the affinity maturation of a IN-1 F(ab) fragment via protein engineering.
Its Kd for the complex with the recombinant NogoA fragment is ~ 1 microM, 8-times
higher than that of the unmutated IN-1 F(ab) fragment. The engineered F({ab) fragment
appears to be well suited for the specific detection of NogoA and, most importantly, its
concentration-dependent neutralizing effect on the NogoA inhibitory activity is
significantly enhanced in cell culture.

Thus, in view of the teachings of D1, the subject matter of claims 1, 10, 12-19, as far
as examined {c.f. item lll above), would not appear to be novel in the sense of Article

33(29, PCT. =

2.2 It would appear that no documents are comprised in the available prior art disclosing
the anti-NogoA mAb 3A6 as defined by SeqIDs 2, 3, 8-13, 14-19. Therefore, the
subject matter of claims 2-9, 11 would appear to be novel in the sense of Article

a3(2), EPC.

3 Inventive step (Article 33(3), PCT)
The subject matter of claims 3, 5, 6, 7, 8, 9, 11 would appear to involve an inventive

step in the sense of Art. 33(3), PCT for the following reasons:

D1 is considered to be the closest prior art and describes the affinity maturation of a IN-1
F(ab) fragment via protein engineering. Its Kd for the complex with the recombinant
NogoA fragment is ~ 1 microM, 8-times higher than that of the unmutated IN-1 F(ab)
fragment. The engineered F(ab) fragment appears to be well suited for the specific
detection of NogoA and, most importantly, its concentration-dependent neutralizing
effect on the NogoA inhibitory activity is significantly enhanced in cell culture.

Form PCT/Sepamte Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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The subject matter of claims 3, 5, 9, 11, as far as examined (c.f. item lll above), differs
from D1 in that it discloses the anti-NogoA mAb 3A6 having an affinity of 0.14 - 2.7 nM

Therefore, the technical problem is to provide an anti-NogoA Ab with enhanced affinity.
The claimed solution is the anti-NogoA mAb 3A6 as defined by SeqID 2, 3, 9-13, 14-19.

Although the experiments do not directly compare mAb 3A6 with the Ab of the closest
prior art, it is reasondbie 10 expect that a mAb with 500-1600-fold enhanced affinity
would also show a higher specific biological activity.

Thus, the subject matter of claims 3, 5, 9, 11 and their dependent claims 6-8 (all as far
as examined, c.f. item Il above) would appear to involve an inventive step in the sense
of Article 33(3), PCT.

: Conceming the subject matter of claims 2, 4 the application does not provide any data
‘ showing that an Ab consisting of only the CDR-H1-3 OR CDR-L.1-3 OR the hypervariable

regions CDR-H1, -H2 and -H3, of which each of the hypervariable regions ars at least
50% homologous to their equivalent etc. would have the desired technical effect. Thus,
no inventive step in the sense of Art. 33(3), PCT can be acknowledged for the subject
matter of claims 2, 4.

4 further important remarks

4.1 Claim 3, 8, 10, 12-19: The application provides support for an anti-NogoA/Nig/Nig-D20
Ab with a Kd < 1000 nM characterized by the CDR-H1-3 and CDR-L1-3 (SeqID 8-13).
However, no support for an Ab comprising antigen binding sites of which each of the
hypervariable regions are at least 50% homologous to their equivalent hypervariable
regions the CDR-H1-3 and CDR-L1-3 binding to NogoA, NIG and Nig-D20 with a
dissociation constant < 1000 nM is provided in the application (Art. 6, PCT).

. 4.2 The vague statements in the description on p 23, §2 imply that the subject-matter for
which protection is sought may be different to that defined by the claims, thereby
resulting in lack of clarity (Article 6, PCT) when used to interpret them.

4.3 Abbreviations used within the claims, e.g. NIG, NIG-20D should be spelled out at first
occurrence, and then introduced by placing the abbreviation in parentheses after the
term being abbreviated (Art. 6, PCT, Guidelines 5.31).

Form PCT/Separate Sheet/408 (Shest 3) (EPO-January 2004}



17

INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No. QE
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010489

1 Certain documents cited
The applicants attention is drawn to W02004/052932 apparently disclosing Ab with
the same aa sequences as mAb 3A6. W0O2004/052932 has a valid priority of
02.12.2002 and was published on 24.06.2004.

Form PCT/Separata Sheet/409 (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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T 13,07.2008  Compactus gE;AcT Corporate Intellectual Property
- /4 -33349A/UNZ )
/ imn Spliimann EP2004/010489 13.Mai 2005
From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY /spligd | FiL | PS |Copy

To.

NOVARTIS AG THE INTERNATIONAL SEARCH REPOHT AND ‘Qé
Corporate Intellectual Property THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
Attn. Grubb, Phailip SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION
CH-4002 Basel
SWITZERLAND

(PCT Rule 44.1)

Date of malling

{daymonth/year) 13 /05/2005
Applicant's or agents ﬂllo refarence
PN/4 -33349A/UNZ FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 balow
International applicaton No. International filing date
PCT/EP2004 /010489 {oay/month/year) 17/09/2004
Applicant
NOVARTIS AG

1. m The applicant Is hereby notified that the intsmational esarch report and the witten opinwon of ths Intemahonal Searching
Authonty have been established and are tranemhited herewith

Flling of amendments and statement under Article 16:
The applicant is enttiad, if he 6o wishas, to amend the claims of the Intemational Application (see Rule 46)

When? The time limit for fling such amendments 18 normally 2 monthe from the date of tranemntal of the
intemabonal Search Report; howavar, for more detalls, eee the noles on the accompanying sheet.

Where? Directiyto the (nmtematonal Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombetias
1211 Gensva 20, Switzeriand, Fascsmile No ' (41-22) 740.14.35

For more detalled instructiona, eee the nates on the accompanying sheet.

2 [] Tne applicant s hereby notified that no mtemational search report will be established and that the declaration under
Artcle 17(2)(a) to that effect and the wntten opinion of the Intamational Searchuing Authority are transmitted herewith.

3 D With regard to the protast agamst payment of (an) additional fee{s} under Rule 40 2, the applicant Is notified that,

[[] the protest together with the decision thereon has been transmitiad 1 the Intemational Bureau togsther with the
appiicant's request to forward the texts of both the protest and tha decialon thereon to the dasignated Offices.

[[] o decision has been made yet on the protest; the appicant will be natified as soon as a decison is made.

4, Reminders
Shortly atier the expiration of 18 months from the priority date, the internabonal application wilt be published by the
Intemational Bureau I the applicant wishes to avold or postpone publication, a nofice of withdrawal of the Intemational
application, or of the pnority ciaim, must reach the Intemational Bureau as prowided in Rules 90is.1 and BObis 3, respactivaly,
before the compiaton of the technical praparatons for intematonal publicaton.

The appficant may submit comments on an informal basie on the written opinion of the Intemational Searching Authority to the
Internabonal Bureau. The Intemational Bureay will sand a copy of such comments to all designated Offices uniess an
internatonal preliminary examination report has been or 1s to be established. These comments woulkd also be made avallable o
the public but not before the expirabon of 30 months from the prionty data.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some deagnated Offices, a demand for miematonal prelimmnery
axaminabon must be flled ff the applicant wishes to postpons the entry Into the national phase untll 30 months from the pnomy
date (n some Offices aven later); otherwiee, the applicant must, within 20 montha from the pnority date, perform the prascnbed
acts for entry into the national phase before those designated Ctfices.

In respact of cther designated Offices, the time imit of 30 monthe (or later) will apply even It no demand ie fied within 19
months.

See the Annex t© Form PCT/IB/301 and, for detalls about the applicable tme imits, Ofhce by Office, ses the PCT Applicant's
Guide, Volume Il, Naional Chaptars and the WIPO Intemnet site

Name and maihng address of the Internatonal Searching Authority | Authonzed officer

= N _European Patent Office, P B. 5818 Patentiaan 2 .

NL-2280 HV Ryswik Catriona Cleere

. Tet. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3018

Form PCTASA220 (January 2004) {See notes on accompanyng sheei}




NOTES TOF RM PCTNSA/220 \ ﬂg

These Notos are intended io gve the base instnictions concemmg the Fg of amendments under arhole 10 The
Notes are based on the recuuraments aof the Padent Cooperation Treaty, the Regulstions and the Adminstratve Instructons
under that Tresty in cass of decrepancy batwaeen thesa Notes and those requirements, the lsiter are appiicable. For more
delmied miormahon, ses also the PCT Apphoants Giunde, a publication of WIPO

in theas Notes, *Arhicls”, "Ruis®, and "Sacbon® refer to tha provisions of the PCT, the PCT Regulistions and the PCT
Admmuirative Instructions respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The appbcant has, sfier having received the imematonal search repart, one opportunity fo amend the olams of the
mnfemational applcation K should howwver bs emphamuzed that, since sl parts of the intemational application {claims,
descnpbon and drawings) may be amended dunnglhnmﬂn-tnml preltminary exammnaton procedure, there is usually
- no nead to file amendments of the ala s under Article 19 sxoepl where. 8 g the anplicant wants the lalter to be published
for the purposes of provimonal protection or has another reason brmm&thdumubnlmmnmdﬂm

Furthermore, it shouid be emphanzed that proviscanal protechon i avaiable in some States only.

What parts of the Intemationsd application mey be amended?
Under Article 18, only the claima may be amended
During the memational phasa, the cdlems may also be amended (or furthar amended) under Arhole 34 before

the intemnationa) Prolmminary Examiring Authority The descaplion and drawings may only be amended under
Arhole 34 before the Intemational Examireng Authondy.

Upon entry mio the national ﬂl-l. all parts of the intemabional applioaton may be amended under Article 28
or, whare applicable, Artole 41

Whan'? Withen 2 months from the date of ransmittal of the mtemationsl search eport or 16 monthe from the pnority
date, whichever trme bmit sxpires leter. it shauld be noted, howevar, that the amendments will be conmdered
a8 hawing besn recsived on trme if they are recerved by the Inlemational Bursau after the sxpiration of the

time frnit but belors the sompletion of the ischmeal preparatons for ntermnatonal publioahon

(Rule 48.1)

Whare not to file the amendmenia?

The amenciments may only ba filed with the inlemahonal Bureau and nat with tha receving Offios or the
International SBsgrohing Authonly (Rule 46.2),

Wheve a desmand for mismabanal preiminary examinaton has been As filed, see below.

How? Either by canceiliing one or more enbre alaums, by addng one or mare new clums or by amending the ted of
one or more of the daims ae fied

A replacsment sheet must be submitted for sach shest of the claims which, on acooamt of an amendment or
. amendments, differs from the sheet ongnaly Sled.

Al the olsims sppearing on a replacemant sheet must be numbered in Aratso numerals. Where & olaim s
cancelled, ne enumbenng of the ather claimm is required (n all cases where dlams are renumbered, they must
be renumbered consacubvely (Admimsirabve nstruchons, Bection 205(b))

The amendmaents must be made In the language in which the intemational application Is to be published.

What documents must/may accompany the amendmenta?
Latter (Section 205(b)):
The amendments must be subnvtted with a letter.

The letier will not be published with the intemabonal apphcaton and the amended cdaima 1! should nol be
corfused with the *Statement under Arbole 18{1)" (sse below, under "Statement under Arbcle 19{1)").

Tha leiter must be in English or French, ai the choics of the spplicant. However, i the langusge of the
Internstional applicstion Is Engliah, the lstter muat be In English; H the langusge of the international spplication
s French, the lstter muat ba In French.

Notes to Form PCTASAZ20 (firet shaet) {January 1994)
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NOTEST FORM PCT/AISA/220 (continued)

The lstter must mdicate the diferences botween the claims as filed and the clarms as amended It must, in
particular, ndicats, in connechon with sash clarm appeanng in the intemabonal spplication (it being understood
that identical ndicabons concsming aeveral clarms may be grouped),whether

{) the clam = unchanged,

@@ the clam = canceiled,

(n) the olawn » new,

{w) the clawm repiaces one or more olmms as filed,

{v) the olmm = the reault of the dvewon of a clarm as filed

The following sxampias Klustrate the manner in which amendments must be axplained in the
¥ mccompanying lette-

1 [Where onginally there were 48 clums and alter amendment of some claims there are 51).
"Clavms 1 o 29, 31, 32, 34, 35, 37 Yo 48 meplaced by smended olarme bearing the sama numbers;
clawms 30, 33 and 36 unchanged, new clewns 45 to 51 added.”

2. [Wheme onginally thers were 15 clams and after amandment of all slaims there are 11):
*Clmms 1 o 15 replaced by amended olains 1 to 11 *

3, [Where ongnally there ware 14 olsims and the amendments consst in canceliing some elagms and in adding
new clamms]
*Clasmns 1 to 6 and 14 unchanged; clams 7 to 13 canoslled; new olaims 15, 16 and 17 added * or
“Clavms 7 to 13 cancellad; new olaima 15, 18 and 17 ackied; all other claims unchanged.”

4. [Whera various kunds of amendmenis are mads):
*Claams 1-10 unchanged; claims 11 1o 13, 18 and 19 cancelled, vlaims 14, 15 and 16 replaced by amended
claim 14, clam 17 subdwided into amendsd dmms 15, 16 and 17; new olaims 20 and 21 edded.”

“Staterment under article 10(1)" (Rute 48.4)

The amendments may bs accompaniad by a siatemant sxplaning the amendments and mdicating any impact
Muu:l;"m;;mmmuﬂhmmhmmdh&m{whhumummm

The stalament will be publmhed with the mtemahonal application and the amended claima.
B must be In the language in which the intemations! apppfication ia to be published.
R muat be bnef, not exoseding 500 wards if m Enghsh or i translated into Engsh,

It should not be confused with and doss not replaoe the lslier iIndicating the diffsrences betwesn the clalrs
as filed and & amended It must be Bad on & separate shest and must be entified as such by a headmng,
prwierably by usmg the words "Blstement under Asticle 19{1) *

it may not condan any disperaging comments on the memnshonal search report or the relsvanas of atabons
contained m that reporl Reference to citabions, rulevent io a gven olaim, contained in the ntemationat search
report may be made only in connechon with an amendment of that claum,

Consequence If a demand for intermationsl proliminary examinstion has siready been flled

i, af the time of fikng any amendments under Article 19, a demand for intermnational prelmmary examinsbon
has aiready been submitind, the spplicant must preflerably, at the same bme of filng the amendments with the
international Burasu, also Kle a copy of auch amendments with the Intemahonal Pretminary Examining
Authonty (sse Rule 82.2(a), first senitence).

Consequencs with regard to transiation of the intemational applicalion for entry into the national phase

The applicant’s sttenbon m drawn to the fact that, where upon entry into the national phase, a translation of the
clajrs a8 amended undes Arhicle 19 may have lo be furrushed to the demgnaied/sisclsd Offices, instead of, or
n addbon io, the tranalation of the daims as Med.

FG: hurther detals on the requiremaer s of eash designatedialectsd Offioe, see Volums Ii of the PCT Applcant's
ide

BNSDOCID <X5.

Notes to Form PCTASA/220 (second shost) (January 1994)
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PATENT COOPERATION TREATY V‘:

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Apphcants or agent’s file reference FOR FURTHER 86 Form PCT/SAZZ20

PN/4 -33349A/UNZ ACTION as well as, where appliicable, item 5 below.
Inctamatonal applicaton No International filng date {day/montiyear) {Earhest} Pnonty Dale (day/month/year)
PCT/EP2004/010489 17/09/2004 19/09/2003
Applhcant

NOVARTIS AG

This Intemnatonal Search Report has heen prepared by this International Searching Authority and 1s transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy 18 being transmitted to the International Bureau.

This Intemational Search Report consists of atotalof _____7 shaets
[X] it also accompanied by a copy of each prior art document cited i this report.

1. Baals of the report

a. With repard to the Iangungs, the Intemnahonat search wae carried out on the basis of the international application in the
language in which 1t was flied, unlese otharwise indicated under this tem.

[J The mternatonal search was camad out on the basie of a ransiabon of tha intsmabonal applicabon furmished to
this Autharity (Rule 23.1(6)).

b. [Jg With regard to any nucleotide andfor amino acid sequence disciosed in the international apphcation, see Box No. |
2. [X] Ceortain claime were found unsearchable (See Box Ii).
3 [J untty of Invention ls lacking (see Box Ill).

4. With regard o the title,
[C] thetextis approved as submitisd by the appiicant
[X]  the text nas been established by this Authanty o read as follows:
NOGO-A BINDING WITH ENHANCED AFFINITY AND PHARMACEUTICAL USE THEREOF

S. With regard o the abstract,
E] the taxt Is approved as submitted by the apphcant.

D the text has been establiehad, according to Rule 38.2(b), by thie Authority as It appears in Box No. IV The applicant
may, within one month from the date of mailing of this Intemational search report, submit commenta to this Authority.

6 Wit regard to the drawings,
a. the hgure of the drawings 1o be published with the abstract 18 Figure No.
[] assuggestad by the applicant.
D as seiected by this Authonty, bacause the applicant falied to suggest a figure.
[C] asselectod by this Authonty, bacause this figure better charactenzes the inventon.
b. [_f_] none of the figures 15 to be published with tha abstract.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (January 2004)




Intematonal apphcaton No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/010489

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

1 ‘With regard o any nuclechde and/or amino acid sequence disciosad In the international application and neceesary to the claimed
inventon, the intematonal search was carned out on the basis ol

a type of matenal

E a sequencs listing
D tabla(s) related to the saquence fisting

b. format of material
E In wntten format

“E n computer readable form

c  tme of flingfurmistung
E contained in the itemational application as flled

D fled together with the internatonal apphicalion it computar readable form
[X]  tumisned subsequenty o this Authorty for the purpose of ssarch
2. D In addition, 1n the case that more than one varsion or copy of a sequence listing and/or table relating thareto has been filad

or furnished, the required statements that the informahbon in the subsequent or additonal coples 16 identical to that In the
application as filad or doas not go beyond the applicabon as filed, as appropnate, were furnished

3. Addmonal comments’

Form PCT/ISA/210 (continuabion of first sheet (1)) (January 2004)



. INTERNATIONAL SEARCH REPORT Internationat Appilcation No

PCT/EP2004/010489

5!

A CLASSIFICATION OF SYBJECT MATTER

IPC 7

C07K16/18

According 1o Internahonal Patent Classification (IPG) or to boih nelional classication and IPG

B FIELDS SEARCHED

Mmirmum documentation sairched (classification system followed by classsfication symbols)

IPC 7

Co7K

Documentation searched other than minemum documerdation to the exdent that such documents are mciuded m the helkis saarched

Electronic data basa consulied durng the intamational seanch (name of date base and, whers practical, search terms used)

EPO-Internal,

BIOSIS, CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ, Sequence Search

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catogory *

Citahon of documant, with incheation, whers appropriata, of tha relovant passagas Ralsvant to daum No

X

P,X

FIEDLER M ET AL: "An engineered IN-1 1-19
F(ab) fragment with improved affinity for
the Nogo-A axonal growth inhibitor permits
immunochemical detection and shows
enhanced neutraliziang activity.”

PROTEIN ENGINEERING. NOV 2002,

vol. 15, no. 11, November 2002 (2002-11),
pages 931-941, XP002321233

ISSN: 0269-2139

the whole document

WO 2004/052932 A (NOVARTIS AG; NOVARTIS 1
PHARMA GMBH; UNIVERSITAET ZUERICH; BARSKE,
CARME) 24 June 2004 (2004-06-24)

abstract

-/

D] Further documents are isted In the continuation of box G

E Patent famBy mambate are listed In ahnax

* Special categones of aied documente

‘A" documeni defining the genaral stale of the an which is not
oconadered 1o be of particular relevance

“E" sarker document bul published on or afterthe international
fling date

*L* docurnant which may throw doubts on pnority claimis) or
which ie clied 10 establgh tha pubbcalion dale of another
cliation or other specsal reason (as specifiod)

*(* document referring 1o an oral disciosure, use, exhibition or
olher means

" documeni publshed to the international filng date but

tater th; anplga pmﬂlyw clamed ~

'T" later document pubkshed after the International fibng date
or pnority date 2nd not n confiict with the application but
mmmnnpﬂm or theory undeftying the

*X* documant of particular relevanca, the claimed invention
cannol be considerad novel or cannot be consxdered to
Involve an mvenive step when the documeni i taken alone

*Y" doctiment of paitictlar relevance, the claimed invention
cannci be consikierad to nvoive an inventive step when the
document i combined with one or more ciher such docu-
ﬂﬁ‘&ﬁlﬂimmtﬂhﬂowmbl person skallad
nthe

*&" document member of tha same patent family

Data of tha actual completion of the intemetional saarch Dgta of madng of the mtemational search report
26 April 2005 13/05/2005
Nama and mailing address of the ISA Authonzed officer
Europesn Paiant Ofice, P B 5816 Pateniman 2
Tol ranepe) 402040, Tx 31 651 opo nl
Fax {+31-70} 340-3016 ) Lechner, 0

Fomn PCTASA/210 (sacond shaet) {January 2004)
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Internstional Application No
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€ (Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory * | Chation of documert, with inchcation, whera approprate, of the relevant passages

Rsievant to clwm No

A HUNT D ET AL: "The Nogo receptor, 1ts
1igands and axonal regeneration in the
spinal cord; a review.”

JOURNAL OF NEUROCYTOLOGY. FEB 2002,

vol. 31, no. 2, February 2002 (2002-02),
pages 93-120, XP002321234

ISSN: 0300-4864

abstract

page 110, right-hand column, paragraph 2 -
page 113

A “t' MERKLER D3RG £T :AL: “lLocometor recovery
in spinal cord-injured rats treated with
an antibody neutralizing the
myelin-assoclated neurite growth inhibitor
Nogo-A"

JOURNAL OF NEUROSCIENCE, NEW YORK, NY, US,
vol. 21, no. 10, 15 May 2001 (2001~05-15),
pages 3665-3673, XP002293416

ISSN: 0270-6474

the whole document

A RAINETEAU O ET AL: "IMPROVED LOCOMOTOR
RECOVERY IN SPINAL CORD INJURED RATS
TREATED WITH THE MONOCLONAL ANTIBODY IN-1"
ABSTRACTS OF THE SOCIETY FOR NEUROSCIENCE,
SOCIETY FOR NEUROSCIENCE, WASHINGTON, DC,
us,

vol. 27, no. 2, 2001, page 1833,
XP001199820

ISSN: 0190-5295

abstract

A LI W ET AL: "NEUTRALIZATION OF MYELIN -
ASSOCIATED NOGO — A BY A NOGO RECEPTOR -
Fc FUSION PROTEIN"

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTRACTS,
SOCIETY FOR NEUROSCIENCE, US, 2002, page
ABS3332, XP001199824

ISSN: 0190-5295

abstract
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A CHOI E D ET AL: T"CHARACTERIZATION OF AN
ANTI - NOGO RECEPTOR FAB THAT DISRUPTS
NOGOA/NOGO RECEPTOR INTERACTION"

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTRACTS,
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ISSN: 0190-5295

abstract
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abstract
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internabonal application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/010489 \“\'?7

Box I Observations where certain claime were found ungearchable (Continuation of Hem 2 of first sheet)

This international Search Report has not been sstablished in respect of cartain clanms under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. m Claime Nos
because they relate to subject matter not required to be saarched by this Authority, namaly

ATthough claims 18, 19 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/compositiaon.

2, L__l Clams Nos.
bacause they relate to parts of the Intemational Application that do not comply with the prescnbed requiraments to such

.An,axient that no meaningiul Intemabonal Search can be carned out, specifically

3. D Clams Nos.:
because they are depandent clalms and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 8.4(a).

Box Il Observations where unity of inventlon Is lacking {Continuation of item 3 of first sheet)

This Intemational Searching Autharlly found muttiple inventions i this intemational applicaban, as lollows:

1 As all requirad addibonal search faes were tmely paxd by the applicant, this Internabonal Search Repon covers all
searchable clalme.

2. D As all searchable claims could be eearched without effort justilying an additional fes, this Authonty did not iInvite payment
of any addibonal jes.

3 D As only some of the required addtonal search fees were hmely pald by the applicant, this Internatonal Search Report
covars only thosa claimas for which fese were pard, epecifically clains Noa.:

4 D No raquired addifona! seerch Ises were tmely paid by the applicant Conseguently, thia Intsrnatonal Search Report Is
restncted to the invention first mentioned In the claims; it is covered by ciaims Noe..

Remark on Protest D The additional gaarch fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protast accompanied the payment of addiional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of firet sheet {(2)) (January 2004)
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Euro, Patent Office -
5-50288 Munich Lechner, O { .0)» }
Tel 449 89 2396 - 0 Tx 5236856 epmu d a +
Fax +48 89 2380 - 4465 Telaphone No +48 86 2309-8687 i ot

Form {(PCTASA/23T) {Cover Sheet) (January 2004)



. 2

WRITTEN OPINION OF THE Internabonal application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2004/010489

%

Box No.| Basis of the opinion

1. Wrth regard to the language, this opinion has been established on the basis of the international apphcation in
the language in which t was filed, unless otherwise indicated under this tem

O This opimon has been established on the basis of a translation from the onginal language into the following

language , which is the language of a transiation furnished for the purposes of international search
{under Rules 12 3 and 23.1(b)).

2. Witth regard to any nucleotide andior amine acld sequence disclosed in the international apphcation and
necessary to the claimed mvention, this opinion has been established on the basis of:

a type of matenal.
B a sequence histing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of matenal:
X m wniten format
® n computer readable form
¢. time of fimgfurmishing:
B contamned in the international application as filed.
O fied together with the intemationai appiication n computer readable form.

K fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.
3. O In addition, in the cass that more than one version or copy of a sequence listing andior table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or addtional
copies 1s identical to that in the applicaton as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropnate, were furnished.

4, Additional comments:

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Internabonal application No. {0
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004/010489

Box No. Il Priority

1. O The tollowing document has not been fumighed:
O copy of the eartier application whose pronty has been claimed (Rule 43bis.1 and 66 7(a))

O translation of the earlier applicatton whose priorty has been claimed {Rule 43bis 1 and 66 7(b))

Consequently #t has not been possible to consider the validity of the priorty claim This opinion has
nevertheless been established on the assumption that the relevant date 18 the clamed prionty date

2,L) ‘Tris opinion'nas teen established ot ilno prionty had bean claimed dua ta the foct that the prontyclaw
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64 1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filng date indicated above 1s considered to be the relevant date.

3 B The Intemational Searching Authonty has not been able to consider the validty of the prionty claim because
a copy of the earher application whose priority has been clamed was not available to the International
Searching Authonty at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opimion has nevertheless
been establishsd on the assumption that the relevant date Is the claimed pronty date.

4 Additional observatons, if necessary:

Form PCTASA/ 237 (January 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International apphcation No.

| A

A
o

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2004010489

Box Neo. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicabllity

The questions whether the claimed mvention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obwvious), or to be mdusinally applicable have not been axamined in respect of

O
®

the entire international application,
claims Nos. 1-8, 10, 12-19 {all \n part)

.because’

the sawd international application, or the said claims Nos. 18, 18 {in parnt) relate to the following subject
matter which does not require an internattonal preiminary examination (specty)-

ses separate sheet

the description, claims or drawings {indicate particular elemoents below) or sad claims Nos.  are 50
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

the claims, or saud claims Nos. are 50 inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be tormed.

no international search report has been estabhshed for the whole application or for said claims Nos. 1-8, 10,
12-19 (alt in part)

the nucleotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrabve Instructions in that:

the written form O has not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readable form O has not been furnished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleotide andor anino acid sequence listng, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instruchons.

Seo separate sheet for further details

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Internatonal application No. N
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2004/010489

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

1. Statement
Novelty {(N) Yes: Clams 29, 11
No: Claims 1,10, 12-19
Inventive step (IS) Yes Claims 3,5,6,7,8,9,11
No. Clams 1,2, 4, 10, 12-19
Industrial applicability (1A} Yes: Claims 1-17 (c.f sep shoet)

No: Clams

2. Crtations and explanatons
806 separate sheet

Box No. VI Certain documents cited
1. Certan published documents (Rules 43rs.1 and 70 10)

and /or
2. Non-written disclosures {Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE . International application No
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010489
Rem )

1 Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial
applicability (Rule 67.1, PCT)
Claims 18, 19 relate to subject matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(lv), PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject matter of these claims (Article 34(4)(a)l), PCT).

2 Clarity (Article 8, PCT)

2.1 Claims 1, 10, 12-19 are unclear in the sense of Articie 6, PCT. The claims attempt to de-
fine the subject-matter in terms of the result to be achieved, i.e. binding molecules which
is capable of binding to the human NogoA polypeptide...with a Kd < 1 microM, i.e. in
terms of functional features. Although these functionai features can be tested with the
methods disclosed in the present application, the skilled person cannot understand the
definition of the claimed subject-matter, because the claimed compounds are not limited
by any structural definition and therefore no limits to the number of compounds to be
tested for the modulating activity exist. The claim does not provide any criterion to
discriminate between known and novel compounds. Thus, the lack of clarity is to such an
extent that a meaningful search over the entire scope of said claims cannot be carried
out.

Consequently, the search and examination has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear in view of the description, namely those parts relating to
anti-NogoA/Nig/Nig-D20 mADb.

2.2 Claims 4-8, 10, 12-19 are unclear in the sense of Article 6, PCT as far as relating to
"direct equivalents”. No definition for said expression is to be found either in the claims
nor the description. A meaningful search over the entire scope of said claims cannot be
carried out. ‘

Consequently, the search and examination has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear in view of the description, namely mAb 3A6 as defined
by the specific COR sequences of the VL AND VH chains (SeqlD 8-13).

HemV

1 Reference is made to the following documents:
D1 FIEDLER M ET AL: "An engineered IN-1 F({ab) fragment with improved affinity for the
NogoA axonal growth inhibitor permits immunochemical detection and shows enhanced

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-January 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING '
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010489

neutralizing activity." PROTEIN ENGINEERING. NOV 2002, vol. 15, no. 11, November
2002 (2002-11), pages 931-941, XP002321233 ISSN: 0269-2139

2 Novelty (Article 33(2), PCT)
2.1 D1 describes the affinity maturation of a IN-1 F(ab) fragment via protein engineering. lts
Kd for the complex with the recombinant NogoA fragment is ~ 1 microM, 8-times higher
wihan that-of the unmutatad IN-1 F(ab) fragment. The engineered.F(ab) fragment anpears
to be well suited for the specific detection of NogoA and, most importantly, its
concentration-dependent neutralizing effect on the NogoA inhibitory activity is significantly
enhanced in cell culture.

Thus, in view of the teachings of D1, the subject matter of claims 1, 10, 12-19, as far as
examined (c.f. item lll above), would not appear to be novel in the sense of Article 33(29,
PCT.

2.2 It would appear that no documents are comprised in the available prior art disclosing the
anti-NogoA mAb 3A6 as defined by SeqiDs 2, 3, 8-13, 14-19, Therefore, the subject
matter of claims 2-9, 11 would appear to be novel in the sense of Article 33(2), EPC.

3 Inventive step (Article 33(3), PCT)
The subject matter of claims 3, 5, 6, 7, 8, 9, 11 would appear to involve an inventive step
in the sense of Art. 33(3), PCT for the following reasons:

D1 is considered to be the closest prior art and describes the affinity maturation of a IN-1
F(ab) fragment via protein engineering. Its Kd for the complex with the recombinant NogoA
fragment is ~ 1 microM, 8-times higher than that of the unmutated IN-1 F(ab) fragment. The
engineered F(ab) fragment appears to be well suited for the specific detection of NogoA
and, most importantly, its concentration-dependent neutralizing effect on the NogoA
inhibitory activity is significantly enhanced in cell culture.

The subject matter of claims 3, 5, 9, 11, as far as examined (c.f. item Il above), differs from
D1 in that it discloses the anti-NogoA mAb 3A6 having an affinity of 0.14 - 2.7 nM
Therefore, the technical problem is to provide an anti-NogoA Ab with enhanced affinity.
The claimed solution is the anti-NogoA mAb 3A6 as defined by SeqID 2, 3, 9-13, 14-19.

Form PCT/SA/237 (Separate Sheef) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010489

Although the experiments do not directly compare mAb 3A6 with the Ab of the closest prior
art, it is reasonable to expect that a mAb with 500-1000-fold enhanced affinity would also
show a higher specific biological activity.

Thus, the subject matter of claims 3, 5, 9, 11 and their dependent claims 6-8 (all as far as
examined, c.f. item lll above) would appear to involve an inventive step in the sense of

Article 33(3), PCT.

Concerning the subject matter of claims 2, 4 the application does not provide any data
showing that an Ab consisting of only the CDR-H1-3 OR CDR-L1-3 OR the hypervariable
regions CDR-H1, -H2 and -H3, of which each of the hypervariable regions are at least 50%
homologous to their equivalent etc. would have the desired technical effect. Thus, no
inventive step in the sense of Art. 33(3), PCT can be acknowledged for the subject matter
of claims 2, 4.

4 further important remarks

4.1 Claim 3, 8, 10, 12-19: The application provides support for an anti-NogoA/Nig/Nig-D20
Ab with a Kd < 1000 nM characterized by the CDR-H1-3 and CDR-L1-3 (SeqID 8-13).
However, no support for an Ab comprising antigen binding sites of which each of the
hypervariable regions are at least 50% homologous to their equivalent hypervariabie
regions the CDR-H1-3 and CDR-L1-3 binding to NogoA, NIG and Nig-D20 with a
dissociation constant < 1000 nM is provided in the application (Art. 6, PCT).

4.2 The vague statements in the description on p 23, §2 imply that the subject-matter for
which protection is sought may be different to that defined by the claims, thereby resulting
in lack of clarity (Article 6, PCT) when used to interpret them.

4.3 Abbreviations used within the claims, e.g. NIG, NIG-20D should be spelled out at first
occurrence, and then introduced by placing the abbreviation in parentheses after the term
being abbreviated (Art. 6, PCT, Guidelines 5.31).

item Vi

1 Certain documents cited
The applicants attention is drawn to W02004/052932 apparently disclosing Ab with the
same aa sequences as mAb 3A6. W0O2004/052932 has a valid priority of 02.12.2002 and

was published on 24.06.2004.

Form PCTASA237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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Ciuabon of documeni, with indicatian, whers appropiiate, of the relevan! passagss

Relsvant ¥ claim No

X

POT CAROLINE ET AL: “Nogo-A expressed in
Schwann cells impairs axonal regeneration
after peripheral nerve injury"

JOURNAL OF CELL BIOLOGY,

vol. 159, no. 1,

14 October 2002 (2002-10-14), pages 29-35,
XP002293417

ISSN: 0021-9525

page 33, right-hand column, paragraph 3
RAINETEAG:D ET AL: "Improved .locomotar
recovery in spinal cord injured rats
treated with the monoclonal antibody IN-1"
SOCIETY FOR NEURQSCIENCE ABSTRACTS,

vol. 27, no. 2, 2001, page 1833,
XP001199820

& 31ST ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY FOR
NEUROSCIENCE; SAN DIEGO, CALIFORNIA, USA;
NOVEMBER 10-15, 2001

ISSN: 0190-6295

abstract

LI W ET AL: "NEUTRALIZATION OF MYELIN -
ASSOCIATED NOGO - A BY A NOGOD RECEPTOR -
Fc FUSION PROTEIN."

SOCIETY FOR NEURCSCIENCE ABSTRACT VIEWER
AND ITINERARY PLANNER,

vol. 2002, 2G02, pages Abstract No. 333.2
URL-http://sf, XP001199824

& 32ND ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY FOR
NEUROSCIENCE; ORLANDO, FLORIDA, USA;
NOYEMBER 02-07, 2002

abstract

CHOI E D ET AL: ™"CHARACTERIZATION OF AN
ANTI — NOGO RECEPTOR FAB THAT DISRUPTS
NOGOA/NOGO RECEPTOR INTERACTION."
SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTRACT VIEKER
AND ITINERARY PLANNER,

vol. 2002, 2002, pages Abstract No. 333.1
URL-http://sf, XP001199822

& 32ND ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY FOR
NEUROSCIENCE; ORLANDO, FLORIDA, USA;
NOVEMBER 02-07, 2002

abstract

EP 1 174 441 A (CT DE INMUNOLOGIA
MOLECULAR) 23 January 2002 (2002-01-23)
claim 2

-
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1-18
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PAPADCPOULOS CATHERINE M ET AL:
"Functional recovery and neuroanatomical
plasticity following middle cerebral
artery occlusion and IN-1 antibody
treatment in the adult rat"

ANNALS OF NEUROLOGY,

vol. 51, no. 4, April 2002 (2002-04),
pages 433-441, XP008034394

ISSN: 0364-5134

abstract

WO 01/51520 A (UNIV YALE ; STRITTMATTER
STEPHEN M (US)) 19 July 2001 {200%1-07-19)
examples 2,6

PRINJHA R ET AL: “Characterisation and
CNS localisation of Nogo and the
Nogo-100p66 receptor”

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTRACTS,

vol. 27, no. 1, 2001, page 670,
XP001199821

& 31ST ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY FOR
NEUROSCIENCE; SAN DIEGO, CALIFORNIA, USA;
NOVEMBER 10-15, 2001

ISSN: 0190-5295

abstract

WO 02/088306 A (LILLY CO ELI ; TSURUSHITA
NAOYA (US); VASQUEZ MAXIMILANO (US))

7 November 2002 {2002-11-07)

sequences 2,3

WO 037048083 A (REID CARL ; BIOGEN INC
(US); GARBER ELLEN (US); DE FOUGEROLLES
ANTONIN) 12 June 2003 (2003-06-12)
figure 9

————
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Box| Observations where ceriain claims were found unsearchable (Continustion of item 1 of first sheet)

This Intamational Search Report has not bean establishad In respect of certan clalme under Aricle 17(2)(a} for the following reasons:

1. Clalms Nos.:
bacause they relale to eubject matier not required to be searched by thie Authority, namely:

Although claim 18 is 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. D Claims Noe.:
Jwcause they relste mmﬂs of the Intsmational Applioation that do not comply with the presecribed requirements to euch

an extant that no meaningtul internatoner’ Seanth Card bb tarmist vul, Bpetiisal

a. D Claims Noa.:
because they ane dependent aialme and are not drafted [n accordance with the escond and third eantences of Rule 8 4(a).

Box I Observations where unity of inverition Is lacking (Continuation of ftem 2 of first sheet)

This Intsmational Searching Authority found multiple Inventions In this intemational appilcation, as follows

1. L__| As all required addiional ssarch foos wera bmely pard by the appiloant, this Intermational Search Report covers afl
sgarchable daims.

2. [ ] As all ssarchabie claims could be easrthed without offort Jusitying an adkifional fos, this Authorlty did not invts payment
af any additional fes.

3. As of the red addiional search feas ware tm the plicand, this ntemallonal Search Raport
D ewgnr?oz?yn;mdar:nqglmmgaempdd. q:aeﬁlmlgypms » Rep

4, D Ne required addiicnal soarch fees were Imely pald by the appllcant &muquanﬂy this Internabonal Search Report is
rasu-lclod to the Invention first mentionad in the claims; it Is covared by clakme

Remark on Protest D The additional search fees wera accompanled by the applicant's protest.

{:I No protest accompaniad the payment of addifionai search feea,

Form PCTASA/210 (continuation of first eheat (1)) (July 1008}
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-Datos de Identificacién del solicitante o de la peraona que se
presenta la sollcltud.

-Descripcién de la Invenclén,

-Dibujos de ser estos pertinentes.

-Comprobante de Pago de las tasas establecidas.

— p— .

COMPLETA ( ) INCOMPLETA { ) ’ () ()

DISENO INDUSTRIAL. ( )

«Indicaclén de que se solicita el registro de Disefio Industral. () ()
-Datos de Identificacién del sollcitante o de la persona que se

presenta la sollcltud. { ) ()
-Repressntacion grafica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra

del Materlal que incorpora el disefio, { ) ()
-Comprobante de Pago de las tasas establecldas. () { )
COMPLETA ( ) INCOMPLETA { ) () ° ( )

ESQUEMA DE TRAZADO { )

-Indicacién de que se solicita e! reglstro de Disefio Industrdal. () {)
=Datos da [dent!ficacién del sollcitants o da la persona que se

presenta la sollcitud. {: { )
-Repraeentacidn gréfica del Esquema Trazado, ()
-Comprobants de Pago de 1as tasas establecidas, ( )

3
COMPI FTA [ INAAMD ETA © )
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INFORME DE PROTOCOLO

Expediente ___ 06 — 031001

Fecha: _29 DE MARZO DE 2.006

Se certifica que:

Desde fecha 16 de abril de 1997

del folio _ 90.643 al folio __90.650 del libro de
Protocolo N°___ 311, obra el poder N° 17.398
conferido por NOVARTIS AG (NOVARTISSA)

{(NOVARTIS INC.) domiciliado(a) en Basilea - Suiza al

doctor JIMENA ESCOBAR URIBE vyio IGNACIO
ESCOBAR URIBE .

Representante en Bogota D.C. : Los mismos.

Facultad para desistir y sustituir: _SI .

Carera'13No. 2700 Fiso 5y 10
, Conmutador: 334 12 21-2-34
. ) Fac 281 31 25 enmik inP @sic.gov.oo
Revisado__jramos .o Santa Fe de Bogoti D.C. - Colombia



