SUPERINTENDENCIA DEINDUSTRIA Y COMERCIO

i

TR
PN

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

L

No. 08682- -00000-0000

Fecha: 2013-04-26 16:08:01  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Follos: 320

DELEGATURA PROPIEDAD INDUSTRIAL

Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD
PATENTE DE INVENCION

TEATIS B ITA TS BIA i Ry
FALS ENFASE NACHDNAL
) 4

G
7 o .
A 1’? 7 4
¥ e Ay
8 R 7
i A ¢ 4l "
i
“\ ‘1\ X
s

SRR ELORPARL IMMIINDITERARILZ BARA
LI e S e = SARSA VLI RAS e PARA

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLICITANTE SENEMTECH., INC.

g

DOMICILIO S

ST SAM FRAMCIGCT Cf EOTANOS UGRMIOGS OF abas

74, APODERADO JUAN PABLO TADENA SARMIENTO

2. BOGOTA, D.C.

(FORMAP 10) Oficina de Comunicaciones




2
&

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

R RCUAETRR OV TRARK

No. 13-106682- -00000-0
Fecha: 2013-04-26 16:08:01
Tra. 11 PATENTEIYII
Act. 411 PRESENTACION

ro de radicacion

Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 320

AS. 124,453

‘ DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

'

[ SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT
X Patente de invencion [J Patente de Modelo de Utilidad
1 TIP(? DE SOLICITUD X Capitulo | [ Capituilo il
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2011/059964 Fecha 09.11.2011
Publiicacién Internacionai No. WO 2012/064836 Fecha 18.05.2012

3 | TiTULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

l METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA PARA ENFERMEDAD NEURAL

7 | INVENTOR (ES)

= 3\ e

Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
; APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
TATWAL Jasvinder CA
2. CHEN Yongmei us
3.CHIU ‘ Cecilia Pui Chi CA
4. LAZARUS . Robert A. us
5 WANG Weiru us
6. WATTS Ryan J. us
7.WU ' Yan us
8.ZHANG Yingnan CN
DIRECCION DE CORREQ ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1.US ! CA South San Francisco c¢/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, 94080
2.US } CA South San Francisco c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, 94080
3.US CA South San Francisco c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, 94080
4.US l CA South San Francisco c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, 94080
5.US . CA South San Francisco c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, 94080
6. US CA South San Francisco c/o Genentech, inc., 1 DNA Way, 94080
7.US l CA South San Francisco c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, 94080
8.US \ CA South San Francisco c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, 94080

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

D Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja de informacion complementaria.

9 | [] REPRESENTANTE LEGAL

[X] APODERADO

" APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
CADENA SARMIENTO JUAN PABLO C.C . 80.410.337 T.P. 57492
DIRECCION . Calle 70A 4 41 No. TELEFONO 7442200
CiubAD ' Bogota, D.C. ELECTRONICO

) \ No. RADICACION O
PAIS " CO PROTOCOLO DE
L PODER GENERAL

10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD st [JNO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAAMM/DD)
1.US ‘ us 61/456,642 2010.11.10
2. US * us 61/418,310 2010.11.30
3.USs l us 61/418,850 2010.12.01
4. US \ us 61/426,425 2010.12.22




11

] DECII.ARACI(')N SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

O st X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o

certiﬁcTado o numero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12

I DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

DSH X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado o
numero de registro.

13

| REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econdmicos para presentar la solicitud de patente.

sl XNO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a que se refiere la
resolucié\n vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

e

Micro, pequefias y medianas empresas ]
Universidades publicas o privadas ]
Entidades sin animo de lucro ]

| ——
Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

17

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACIONENLINEA [XISI [ NO
i
Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las notificaciones en linea
a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deben ser notificados
personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacién a través de internet.
15

COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO | NO: 1324256, 13-24271, 13-27243, 13- | o 15.04.2013

3

ANEXOS

Documentaciéh Técnica Documentacion Juridica
. Solicitud Internacional en castellano 9. [ Poderes, si fuera el caso.
10. Documento que legalmente pruebe la cesion del inventor al

1. — ° lios: 4- solicitante o a su causante. )
2 % g:iﬁ:ggg; ones :o dR:if\?irlmg?c : ci1o1nse s 73 11. [ Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
3. & Dibeios y'/o fguras N° folios: 244-282 derivados, certificado o numero de registro, si fuera el caso.
4' ) Resumen ’ 12. [ Copia de ia licencia o autorizacién de Conocimientos

' - ) . N ) . Tradicionales, certificado o ntimero de registro, si fuera el caso.
5. Es(;ertlﬂcadlo de deposito de material biolégico si fuera el 13. Reduccion de tasas

e . . . ) Micro, pequefias o medianas empresas

6. n#:ﬁgg;if&‘;g"jg:: nucledtidos y/o aminoécidos en [ Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente
7. [J Arte final 12 x 12 ’ anterior, 0 en su defecto prueba documental idénea.
8' [ Anexo forlmato diéital [0 Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en

la ley 905 de 2004.
Universidades publicas o privadas
(0 Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacién
Entidades sin animo de lucro
(] Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[J Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar:
14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la
solicitud. ’
15. [ Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.
16. [J Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacién.
17. X Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.




. (43) International Publication Date

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

REVISED VERSION

(19) World Intellectual Property
Organization
International Bureau

~.
-~

=

18 May 2012 (18.05.2012)

WIPOIPCT

) 0 VSO 0O 1
(10) International Publication Number

WO 2012/064836 A9

(5D

L@

(22)

25
C(26)
boG0)

7D

an

(72
{75)

International Patent Classification:
CO7K 16/40 (2006.01) A61K 39/395 (2006.01)
GOIN 33/577 (2006.01) A61P 25/28 (2006.01)

International Application Number:
PCT/US2011/059964

International Filing Date:
9 November 2011 (09.11.2011)

Filing Language: English
Publication Language: English
Priority Data:

61/456,642 10 November 2010 (10.11.2010) us
61/418,310 30 November 2010 (30.11.2010) us
61/418,850 1 December 2010 (01.12.2010) uUs
61/426,425 22 Dccember 2010 (22.12.2010) Us

Applicant (for all designated States except AL, AT, BE,
BG, CH, CN, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR,
HR, HU, IE, IN, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT. NL,
NO, PL, PT, RO, RS, SE. SI, SK, SM, TR, US): GEN-
ENTECH, INC. [US/US]; 1 DNA Way, South San Fran-
cisco, California 94080 (US).

Applicant (for AL, AT, BE, BG, CH, CN, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IN, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, §I, SK,
SM, TR only): F. HOFFMANN-LA ROCHE AG
[CH/CH]; Grenzacherstrasse 124, CH-4070 Basel (CH).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): ATWAL, Jasvinder
[CA/US]; c/o Genentech, Inc., 1| DNA Way, South San
Francisco, California 94080 (US). CHEN, Yongmei
[US/US]; c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080 (US). CHIU, Cecilia Pui Chi
[CA/US]; c/o Genentech, Inc., | DNA Way, South San
Francisco, California 94080 (US). LAZARUS, Robert A.
[US/US]; c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080 (US). WANG, Weiru
[US/US]; c/o Genentech, Inc., 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080 (US). WATTS, Ryan J.
[US/US]; c/lo Genentech, Inc., 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080 (US). WU, Yan [US/US); ¢/o

(74)

(81)

84

Genentech, Inc., 1 DNA Way, South San Francisco, Cali-
fornia 94080 (US). ZHANG, Yingnan [CN/US]; c/o Gen-
entech, Inc., 1 DNA Way, South San Francisco, California
94080 (US).

Agents: HEIDER, Julie A. ¢t al.; Genentech, Inc., 1 DNA
Way, MS49, South San Francisco, California 94080 (US).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FL, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN,
HR, HU, D, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR,
KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME,
MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
OM, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SC, SD,
SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT,TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, SZ, TZ,
UG, ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
TJ, TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI, SK,
SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

(88)

(1s)

with international search report (Art. 21(3))

before the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments (Rule 48.2(h))

with sequence listing part of description (Rule 5.2(a))

Date of publication of the revised international search
report:
5 July 2012

Information about Correction:
see Notice of 5 July 2012

wo 2012/064836 A9 [N AULIN ONTIAONAN ARG ROOAR AR UU VIR - - -

(34) Title: METHODS AND COMPOSITIONS FOR NEURAL DISEASE IMMUNOTHERAPY

(57) Abstract: The invention provides antibodies to specific neural proteins and methods of using the same.



METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA PARA
ENFERMEDAD NEURAL

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama el beneficio de la Solicitud Provisoria Estadounidense
N° 61/456.642 presentada el 10 de noviembre, 2010, Solicitud Provisoria
Estadounidense N° 61/418.310, presentada el 30 de noviembre, 2010, Solicitud
Provisoria Estadounidense N° 61/418.850, presentada el 1 de diciembre, 2010 y
Solicitud Provisoria Estadounidense N° 61/426.425, presentada el 22 de
d}iciembre, 2010, todas estas solicitudes son incorporadas a la presente en su
totalidad a modo de referencia.

| CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere, en general, a anticuerpos los cuales son
an“tagonistas de BACE1 que, por ejemplo, inhiben o disminuyen la actividad de
BACE1 y a composiciones que comprenden ese tipo de anticuerpos. Las
rea}lizaciones adicionales incluyen métodos para tratar y diagnosticar diversas
enfermedades o trastornos neuroldgicos, asi como también métodos para reducir
APF? y/o polipéptidos AB en un paciente.

| ANTECEDENTES

La amiloidosis no es una unica entidad patoldgica sino mas bien un grupo
diveréo de procesos de enfermedad progresivos caracterizados por depositos
tisulaiﬁes extracelulares de una proteina del tipo almidén, cerosa denominada
amiloide, la cual se acumula en uno o mas 6rganos o sistemas del cuerpo. A
medid“‘a que los depdsitos de amiloides se acumulan, los mismos comienzan a
interferir con la funcién normal del organo o sistema del cuerpo. Existen por lo
menos 15 tipos diferentes de amiloidosis. Las formas principales son amiloidosis
primaria sin antecedente conocido, amiloidosis secundaria luego de alguna otra
afecciéh, y amiloidosis hereditaria.

Muchas enfermedades del envejecimiento se basan en proteinas del tipo
amiloide, o estan asociadas con las mismas, y se caracterizan, en parte, por la
acumulacion de depositos extracelulares de amiloide o material del tipo amiloide
que contribuyen con la patogénesis, asi como también con el progreso de la
enfermedad. Estas enfermedades incluyen, aunque sin limitarse a, trastornos
neurolégit;os tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con cuerpos

de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo



ifiolandés); El complejo Guam Parkinson-Demencia. Otras enfermedades las
éuales se basan en proteinas del tipo amiloide, o que estan asociadas con las
rﬁismas, son paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS
(ésclerosis lateral amiotrépica), Diabetes de Inicio en el Adulto, amiloidosis
cardiaca senil, tumores endocrinos y otras, incluyendo degeneracién macular.

| El polipéptido B—amiloide (AB) probablemente juegue un rol central en la
pa",togénesis de la enfermedad de Alzheimer (EA). Vassar et al., J. Neurosci.
29%12787—12794 (2009). La acumulacién de polipéptido A en el SNC da como
reé.uitado disfunciéon sinaptica, degeneracién de axones y muerte neuronal. Los
cerébros de pacientes con EA muestran una patologia caracteristica de lesiones
nedlropatolégicas prominentes, tales como enmarafiamientos neurofibrilares
(NFTs, por sus siglas en inglés), y placas seniles ricas en amiloide. El componente
prin&;ipal de las placas amiloides es AB. Estas lesiones estan asociadas con la
pérdfi.ida masiva de poblaciones de neuronas del sistema nervioso central (SNC) y
su pﬁogresién acompanfa la demencia clinica asociada con la EA.

AB es el producto proteolitico de la proteina precursora, proteina precursora
del béta amiloide (B—APP o APP). APP es una proteina trans-membrana tipo | la
cual es secuencialmente disociada por dos proteasas, una -y y—secretasa. La p—
secreﬁasa, conocida como enzima 1 de disociacion de proteina precursora del
amiloide de sitio B (BACE1, por sus siglas en inglés), disocia en primer lugar APP
para el'xponer al término N de AB, produciendo de ese modo un fragmento unido a
membﬁana conocido como C99. Vassar et al., J. Neurosci., 29:12787—12794
(2009) 'y UniProtkB/Swiss—Prot Entry P56817 (BACE1_HUMAN). Luego, la y-
secreta';sa es capaz de disociar C99 para producir el polipéptido AB maduro. Ap
es produ:cido con terminales C heterogéneas que oscilan en longitud de 38
aminoécl';idos a 43 aminoacidos. La forma de 42 aminoacidos de AP (AB42) es la
forma fibrilogénica de AP y es producida en exceso en pacientes con sindrome de
Down yl;se ha sugerido que juega un rol en la patogénesis temprana de EA.
Vassar ét al., J. Neurosci. 29:12787-12794 (2009). Por ende, BACE1 se ha
convertido en un objetivo terapéutico ya que su inhibicién inhibiria supuestamente
la produccién de APP y Ap.

De":l hecho, los ratones con inactivacion de BACE1 (BACE1™") no producen
AB cerebral, lo cual confirma que BACE1 es la principal, sino la unica, enzima

responsable de producir AB en el cerebro. Roberds et al., Human Mol. Genetics



11‘:0:1317—1324 (2001). Asimismo, ratones con inactivacion de BACE1 en modelos
d'ge EA no forman placas amiloides; los defectos cognitivoé y disfuncion colinérgica
sc'?n rescatados también. McConlogue et al., J. Biol. Chem. 282: 26326-26334
(2’907); Ohno et al., Neuron 41. 27-33 (2004); y Laird et al., J. Neurosci.
25;1 1693—-11709 (2005). Adicionalmente, ratones con inactivacion heterocigéticos
de;»l BACE1 tienen formacién de placas reducida lo cual indica que la completa
~ inhibicion de la actividad de BACE1 no es necesaria para la reduccién de placas.
McConIogue etal., J. Biol. Chem. 282: 26326-26334 (2007).

I. Recientemente, se ha demostrado que APP es un ligando para el Receptor
de Muerte 6 (“Death Receptor 6”) (DR8) el cual activa la muerte de cuerpos de
célu'\llas neuronales dependientes de caspasa y reinervacion colateral (pruning) de
axohes. Nikolaev et al., Nature 457: 981-989 (2009). Por afadidura, un inhibidor
de c';ompuesto de BACE1 menoscab6 la degeneracion de axones y cuerpos
celul?r‘es. Id. Estos resultados apunta a un modelo en el cual APP, por medio de
la unién a DR6 puede contribuir con fa EA.

Seria beneficioso tener un inhibidor terapéutico eficaz de BACE1 para
reduc'jr la produccion de APP y AB en pacientes con enfermedades y trastornos
neuroi,égicos, tales como la EA. La invencion proporcionada en la presente
solicitdgd se relaciona con ese tipo de inhibidores, incluyendo su uso en una
variedéd de métodos.

Todas las referencias citadas en esta solicitud, incluyendo las solicitudes de
patentés y publicaciones, son incorporadas como referencia en su totalidad.

' | SINTESIS

Ea invencion proporciona anticuerpos antagonistas de BACE1 y métodos
para su ",utilizacic’)n. Especificamente, los anticuerpos inhiben o reducen la actividad
de BACET.

En una realizac'ién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1, Qonde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido BACE1.
En padidUlar, el anticuerpo se une al sitio activo de BACE1 o a un exositio de
BACE1. -

En",otra realizacion, se provee un anticuerpo aislado que se une a BACE1
donde el ",‘anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1 y
comprendé por lo menos una secuencia de region hipervariable (HVR, por sus
siglas en ihglés) seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs: 7-19, 22—
26, 28—30,",‘35—47, 56-79y 118-122.



. En una realizacién adicional, un anticuerpo aislado que se une a BACE1 es
proporcionado donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de
;&BACE1 y comprende por lo menos una secuencia seleccionada del grupo que
"Iconsiste en HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, donde HVR-H1 comprende la
secuencia de aminoacidos GFX30F X31X32X33X34IH (SEC ID NO: 45), donde X3o=N
<Ip T; X31=S, Lo Y; X32=G 0 Y; X33=Y 0 S; y X34=A, G 0 S; HVR-H2 comprende la
secuencia de aminoacidos XzsXzslSPX37X3sGX39TX40YADSVKG (SEC ID NO: 46),
donde X35=A 0 G; X3s=W 0 S; X37=A 0 Y; X35=G 0 S; X30=S 0 Y; y Xs0=D 0 S; y
HVR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos X41PX42X43X44X45X45 Xa7MDY
($EC ID NO: 47), donde X41=Q 0 G; X42=T 0 F; X43=H 0 S; X44s=Y 0 P; X45=Y o W:
X4=Y 0 V y donde Xu7 opcionalmente incluye la secuencia YAKGYKA (SEC ID
Nb: 48). Alternativamente, el anticuerpo comprende una secuencia HVR-H1 que
cdmprende la secuencia de aminoacidos GFTFX13GYXylH (SEC ID NO: 26),
donde X13=S o L y X44=A o G; 0 una secuencia de aminoacidos seleccionada del
gr@po que consiste en SEC ID NO: 22; SEC ID NO: 23; y SEC ID NO: 28.

. En una realizacién adicional, se proporciona un anticuerpo aislado que se
unc',la a BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de
BACE1 y comprende por lo menos una secuencia seleccionada del grupo que
coh"siste en HVR-H1, HVR-H2 y HVR—H3, donde HVR-H1 comprende la
seciuencia de aminoacidos GX71X72X73X74X75X76X771H (SEC ID NO: 120), donde
X715F 0 Y; X72=F, No T; Xz3=F 0 Y; X74=L, Q, 1, SO Y; X75=G 0 Y; X76=Y 0 S; y
X77%A, G o S; HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos
X78X79lSPX50Xg1GXg2Xg3X34YADSVKG (SEC ID NO: 121), donde X7zs=A o G;
X79=W 0S; Xg0=A, S, Q0 Y; Xg1=G 0 S; Xg2=S, K, Lo Y; Xe3=T 0 Y; y Xes=D 0 S; y
HVR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos XgsPXssXa7XssXg9Xg0Xg1MDY
(SEC ID NO: 122), donde Xgs=Q 0 G; Xgs=T o F: Xg7=H, Y 0 S; Xgs=Y 0 P; Xgo=Y 0
W; X§0=Y o V y donde Xg1 opcionalmente incluye la secuencia YAKGYKA (SEC ID
NO: 48). Alternativamente, el anticuerpo comprende una secuencia de HVR—H1
que cllomprende la secuencia de aminoacidos GXs3Xs54Xs55Xs6GYGIH (SEC ID NO:
68), donde Xs3=F 0 Y; X54=T 0 F; Xs55=F 0 Y; Xs6=L, Q o |; 0 una secuencia de
aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs: 71-73.
Alternativamente, el anticuerpo comprende una secuencia de HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos GWISPX57X58GX59Xe0DYADSVKG (SEC
ID NO':I 69), donde Xs;=A, S 0 Q; Xs6=G 0 S; X50=S, K 0o L; Xs0=T 0 Y; 0 una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs:

74—78.3; Alternativamente, el anticuerpo comprende una secuencia de HVR-H3



I;. que comprende la secuencia de aminoacidos GPFXgPWVMDY (SEC ID NO: 70),
. donde Xg1=S 0 Y; 0 una secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 79.
I En una realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
:-Iy comprende una secuencia de HVR-H1 que comprende una secuencia de
:Eaminoécidos seleccionada entre SEC ID NO: 22, SEC ID NO: 23, SEC ID NO: 28 y
.SEC ID NOs: 71-73.
' En una realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
'BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y comprende una secuencia de HVR-H2 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NO: 24, SEC ID NO: 29 y SEC ID NOs:
74-78.

| En otra realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y . comprende una secuencia de HVR-H3 que comprende una secuencia de
aﬁninoécidos seleccionada entre SEC ID NO: 25, SEC ID NO: 30 y SEC ID NO: 79.

‘ En una realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y comprende secuencias HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3 correspondientes a
aqbellas expuestas para los clones YW412.8, YW412.8.31, YW412.8.30,
YW412.8.2, YW412.8.29 y YW412.8.51 en la Figura 1(B) o aquellas expuestas
par'a los clones Fab12, LC6, LC9 y LC10 en la Figura 2(B) o aquellos clones
exppestos en las Figuras 24A—C .

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BAC,E1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y co'lmprende una secuencia de HVR-H1 de SEC ID NO: 22 o 23, una secuencia
de HIVR—H2 de SEC ID NO: 24 y una secuencia de HVYR-H3 de SEC ID NO: 25.
En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a BACE1
dond",e el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1 y
comp':_rende una secuencia de HVR-H1 de SEC ID NO: 23, una secuencia de
HVR—;IH2 de SEC ID NO: 24 y una secuencia de HVR-H3 de SEC ID NO: 25. En
aun otra realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a BACE1
donde", el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1 y
comprénde una secuencia de HVR-H1 de SEC ID NO: 28, una secuencia de
HVR—HZ de SEC ID NO: 29, y una secuencia de HVR-H3 de SEC ID NO: 30.



En una realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
EACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
)E/ comprende una secuencia de HVR-H1 seleccionada entre SEC ID NOs: 71-73,
una secuencia de HVR-H2 seleccionada entre SEC ID NOs: 74-78 y una
secuencia de HVR-H3 seleccionada entre SEC ID NO: 79.

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y comprende una cadena pesada variable (VH) que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs: 20, 21, 27 y
8b—98. En un aspecto, el anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de
cadena VH de SEC ID NO: 21.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y ;comprende por lo menos una secuencia seleccionada del grupo de HVR-L1,
HVR-L2 y HVR-L3, donde HVR-L1 comprende la secuencia de aminodacidos
RASQX17VX18X16X20X21A (SEC ID NO: 42), donde X47=S, D 0 V; X15=S 0 A; X49=S,
To N; X20=A 0 S; X21=V o L, HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos
Xz!?ASX23LYS (SEC ID NO: 43), donde X2,=S, W, Y o L; X»3=F, S o W, y HVR-L3
comprende la secuencia de aminoacidos QQXz4X25X26X27X28X29T (SEC ID NO:
44), donde X24=S, F, G, D o Y; X25=Y, P, S0 A; X26=Y, To N; X,7=T, Y, Do S;
X2s=PoL;yXx=F,PoT.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y comprende por lo menos una secuencia seleccionada del grupo de HVR-L1,
HVR-L2 y HVR-L3, donde HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos
RA|ISQX17VX18X19X20X21A (SEC ID NO: 42), donde X47=S, D 0 V; X1g=S 0 A; X49=S,
T o N; X20=A 0 S; X1=V o L, HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos
Xe2RSXe3Xs4YXes (SEC ID NO: 118), donde Xe=S, W, Y, F o L; Xg3=F, S, Y o W;
X54#L 0 R; Xes=S, P, R, K o W, y HVR-L3 comprende la secuencia de
amihoécidos QQXs6Xe7X68X69X70X71T (SEC ID NO: 119), donde Xg=S, F, G, D o
Y, Xe7=Y, P, S0 A; Xes=Y, TON; Xeo=T, Y, D0 S; X70=P, Q, S, Ko L; y X7n=F, Po
T

En ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BAC|;E1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y comprende una secuencia HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminodacidos RASQX{VXoX3X4XsA (SEC ID NO: 17), donde X1=D o V; X2=S o0 A;
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X3LI=T o N; X4=S 0 A; Xs=V o L o una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grigpo que consiste en SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 8 o SEC ID NO: 35.

‘ En una realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BA‘CE‘I donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y ';comprende una secuencia HVR-L2 que comprende la secuencia de
am",inoécidos XeASFLYS (SEC ID NO: 18), donde Xs=S o L 0 X;5ASX:sLYS (SEC
ID ;INO: 41), donde X15=S, W o Y e Xs=S o W 0 una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, y SEC ID
NOé: 36-39.

" En una realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y comprende una secuencia HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos QQX7XgXgX10X11X12T (SEC ID NO: 19), donde X;=S, F, G, Do Y;
X8=\I(, P, S, 0A; Xo=T 0 N; X10=T, Y, D 0o S; X{1=P o L; X1,=P o T o una secuencia
de éminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs: 11-16 y
SEC;; ID NO: 40.

" En ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y comprende una secuencia HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminbécidos RASQX1VX2X3XsXsA (SEC ID NO: 17), donde Xi=D o V; Xo=S 0 A;
X3=T 0 N; X4=S 0 A; Xs=V o L o una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo, que consiste en SEC ID NO: 7.

“En una realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y corlénprende una secuencia HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoécidos X48ASX49X50YXs1 (SEC ID NO: 56), donde X4=S 0 F; Xs=F 0 Y:;
Xso=L 0 R; Xs:=S, P, R, K 0 W 0 una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEC ID NOs: 58-64.

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE‘i donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y coml‘prende una secuencia HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos QQFPTYXs,PT (SEC ID NO: 57), donde Xs=L, Q, S o K o una
secuen;c;ia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs:
65-67. '.

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE"1 I.donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
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y icomprende las secuencias HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 correspondientes a
aqhellas expuestas para los clones YW412.8, YW412.8.31, YW412.8.30,
YW412.8.2, YW412.8.29 y YW412.8.51 en la Figura 1(A) o aquellas expuestas
para los clones Fab12, LC6, LC9 y LC10 en la Figura 2(A) o aquellas expuestas
para los clones en la Figura 23A-C.

| En una realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BAbE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y c'pmprende una secuencia de HVR-L1 de SEC ID NO: 7 o SEC ID NO: 8: una
secuencia de HVR-L2 seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 9,
SEb ID NO: 10 0 SEC ID NOs: 58-64; y una secuencia de HVR-L3 seleccionada
deI;grupo que consiste en: SEC ID NOs: 11-16 y 65-67. En otro aspecto, se
proporciona un anticuerpo aislado que se une a BACE1 donde el anticuerpo
redﬁce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1 y comprende una secuencia
de IlrIVR—L1 de SEC ID NO: 7, una secuencia de HVR-L2 de SEC ID NO: 9 y una
secuencia de HVR-L3 de SEC ID NO: 12.
" En una realizacion adicional, se proporciona un anticuerpo aislado que se
une'a BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de
BACE1 y comprende una secuencia de HVR-L1 de SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 8
o SEC ID NO: 35.

En una realizacién adicional, se proporciona un anticuerpo aislado que se

une ;a BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de
BACE1 y comprende una secuencia de HVR-L2 de SEC ID NOs: 9-10, 36-39 o
58-64.
' En una realizacion adicional, se proporciona'un anticuerpo aislado que se
une a BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de
BACE1 y comprende una secuencia de HVR-L3 de SEC ID NOs: 11-16, 40 o
65-67.

. En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y co;nprende una secuencia de cadena liviana variable (VL) que tiene una
secuéncia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC ID NOs:
1-6, 31-34 y 99-117. En un aspecto, la secuencia de aminoacidos de cadena VL
es SEC ID NO: 2.

| En una realizacion adicional, se proporciona un anticuerpo aislado que se
une a BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de
BAC|§1 y comprende una secuencia de HVR-H1 de SEC ID NO: 23, una

\
\

\
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sécuencia de HVR-H2 de SEC ID NO: 24, una secuencia de HVR-H3 de SEC ID
N(b: 25, una HVR-L1 de SEC ID NO: 7, una HVR-L2 de SEC ID NO: 9 y una
H\‘(R—LB de SEC ID NO: 12.

i

. En una realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
BACE1 donde el anticuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido de BACE1
y cbmprende una cadena VL que comprende la secuencia de aminoacidos de
SE¢ ID NO: 2 y una cadena VH que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEC ID NO: 21.

}

En otra realizacién, se proporciona un anticuerpo aislado el cual se une a
un é‘pitopo que comprende por lo menos uno de los residuos aminoacidos de
BACE1 seleccionado del grupo que consiste en: 314 SER; 316 GLU; 317 LYS;
327 ¢LN; 330 CYS; 331 TRP; 332 GLN; 335 THR; y 378 ASP de SEC ID NO: 49,
En ci'lertas realizaciones, el anticuerpo se une a un epitopo de BACE1 que
compfende los aminoacidos: 314 SER; 316 GLU; 317 LYS; 327 GLN; 330 CYS;
331 TRP; 332 GLN; 335 THR; y 378 ASP de SEC ID NO: 49.

lllEn otras realizaciones, el anticuerpo se une a un epitopo de BACE1 que
comprénde por lo menos una region de aminoacido de BACE1 seleccionada del
grupo {:1ue consiste en: aminoacidos 315-318 de SEC ID NO: 49; aminoacidos
331—33.5 de SEC ID NO: 49; aminoacidos 370-381 de SEC ID NO: 49; y cualquier
combin%\cién de los mismos. En una realizacion, el anticuerpo se une a un epitopo
de BAC“lE1 que comprende los aminoacidos 315-318, 331-335 y 370-381 de
SEC ID NO: 49.

Eh otra realizacion el anticuerpo se une a un epitopo de BACE1 lo cual da
como reéu,ltado un cambio conformacional en la estructura de los sitios P6 y P7 de
BACE1 Ill‘gego de la union. En una realizacion adicional, el anticuerpo se une a un
epitopo dl‘le BACE1 lo cual induce a que los aminoacidos 218-231 de SEC ID NO:
49 adoptén una estructura de lazo aleatoria.

Un“lanticuerpo de la invencién puede estar en cualquier cantidad de formas.
Por ejemélo, un anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo humano,
anticuerpo}humanizado o anticuerpo quimérico. En otros aspectos el anticuerpo de
la invencién es un anticuerpo de longitud completa o un fragmento del mismo (por
€/., un fragfnento que comprende un componente de unién al antigeno). En otros |
aspectos dé la invencién, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En otro
aspecto, un anticuerpo de la invencién puede estar ligado o conjugado a un

| . . rs . - .
agente o resto, por ej., un agente citotdxico, para crear un inmunoconjugado.

}
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En una realizacién, se proporciona una formulaciéon farmacéutica la cual
cEgmprende un anticuerpo de la invencidon y un portador farmacéuticamente
aé:eptable. En realizaciones adicionales se proporciona un acido nucleico aislado
qtl‘ge codifica un anticuerpo de la invencién, asi como también un vector que
co\‘mprende el acido nucleico que codifica un anticuerpo de la invencién. En otro
asbecto, se proporciona una célula huésped que comprende el acido nucleico que
coaifica un anticuerpo de la invencion asi como también métodos para producir un
ant"-licuerpo de la invencion que comprende cultivar la célula huésped que
corhprende el acido nucleico que codifica un anticuerpo de la invencién bajo
conl‘_diciones adecuadas para la produccién del anticuerpo.

" Enotra realizacion, se proporciona un método para tratar a un individuo que
tien¢ una enfermedad o trastorno neurolégico que comprende administrar al
indi\),iduo una cantidad eficaz de un anticuerpo de la invencion.

" En una realizacion adicional, se proporciona un método para reducir las
placé,s de amiloides, o inhibir la formacion de placas de amiloides en un paciente
que Sufre de, o que corre riesgo de contraer, una enfermedad o trastorno
neurd,légico que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de un
anticu',‘erpo de la invencion.

En una realizacion, un método para reducir la proteina AQ en un paciente
que cdmprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un anticuerpo de la
invencién. En un aspecto, el paciente esta padeciendo una enfermedad o
trastorﬁo neurologico o corre riesgo de contraer una enfermedad o trastorno de
ese tipé_.

En otra realizacion, se proporciona un método para inhibir la degeneracion
de axoﬁes en un paciente que comprende administrar al paciente una cantidad
eficaz de un anticuerpo de la invencion.

En una realizacién adicional, se proporciona un método para diagnosticar
una enfermedad o trastorno neurolégico en un paciente que comprende poner en
contacto ' una muestra biolégica aislada del paciente con un anticuerpo de la
invencion bajo condiciones adecuadas para la union del anticuerpo a un
polipéptido de BACE1, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo y el
polipéptido de BACE1.

En una realizacion, se proporciona un método para determinar si un
paciente e’.§ elegible para terapia con un anticuerpo anti-BACE1, que comprende
poner en c‘pntacto una muestra biologica aislada del paciente con un anticuerpo de
la invenciQn bajo condiciones adecuadas para la unién del anticuerpo a un
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p“.‘olipéptido de BACE1, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo y el
pblipéptido de BACE1, donde la presencia de un complejo entre el anticuerpo y
BACE1 es indicativa de un paciente que puede ser elegido para terapia con un
aﬁticuerpo anti-BACE1. En un aspecto, el paciente estd sufriendo de una
en“‘fermedad o trastorno neurolégico o corre riesgo de contraer ese tipo de
enfermedad o trastorno.

l. En un aspecto, las muestras biologicas que pueden ser empleadas en el
diagnéstico de una enfermedad o afeccién neuroldgica; o para pronosticar la
capécidad de respuesta, o determinar la elegibilidad, de un paciente a un
trata"miento con un anticuerpo contra BACE1 incluyen, aunque sin limitarse a,
quidés tales como suero, plasma, saliva, secreciones gastricas, moco, fluido
cereﬁroespinal, fluido linfatico y similares o muestras de tejido o célula obtenidas
de unl‘.‘organismo tal como tejido neuronal, cerebral, cardiaco o vascular.

l‘..En un aspecto de los meétodos de la invencion, el paciente es un mamifero.
En otrb aspecto, el paciente es un ser humano. En otro aspecto, la enfermedad o
trastorﬁo neurologico se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de
AIzheirﬁer (EA), lesion cerebral traumatica, accidente cerebrovascular, glaucoma,
demenéia, distrofia muscular (DM), esclerosis maltiple (EM), esclerosis lateral
amiotréﬁica (ELA), fibrosis quistica, sindrome de Angelman, sindrome de Liddle,
enferme"gjad de Paget, lesion cerebral traumatica, Enfermedad de cuerpos de
Lewy, l{sindrome pospoliomielitis, sindrome de Shy-Draeger, atrofia
olivopontbcerebelosa, enfermedad de Parkinson, atrofia de mdltiples sistemas,
degeneralﬂcién estriatonigral, paralisis supranuclear, encefalopatia espongiforme
bovina, témbladera, sindrome de Creutzfeldt-Jakob, kuru, enfermedad de
Gerstmanﬁ)—StraussIer—Scheinker, enfermedad debilitante crénica, insomnio fatal
familiar, p"arélisis bulbar, enfermedad de neuronas motoras, enfermedad de
Canavan, enfermedad de Huntington, lipofuscinosis cereoidea neuronal,
enfermedad de Alexander, sindrome de Tourette, Sindrome del pelo ensortijado
de Menkes,l{sindrome de Cockayne, sindrome Halervorden—Spatz, enfermedad de
Lafora, sindl\‘rome de Rett, degeneracion hepatolenticular, sindrome de Lesch—
Nyhan, y sihdrome de Unverricht-Lundborg, demencia (inc'luyendo, aunque sin
limitarse a, e“‘nfermedad de Pick, y ataxia espinocerebelosa). En un aspecto, la
enfermedad o trastorno neurologico es la enfermedad de Aizheimer.

En uné realizacion, se proporciona un epitopo de BACE1 el cual es
especificamer{te reconocido por un anticuerpo, o fragmento del mismo, que

comprende por lo menos uno de los residuos aminoacidos de BACE1 que
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corresponden a los aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en: 314
~ SER; 316 GLU; 317 LYS; 327 GLN; 330 CYS; 331 TRY; 332 GLN; 335 THR; y 378
. ASP de SEC ID NO: 49. En un aspecto, el epitopo de BACE1 comprende
aminoacidos los cuales corresponden a 314 SER; 316 GLU; 317 LYS; 327 GLN:
. 330 CYS; 331 TRY; 332 GLN; 335 THR; y 378 ASP de SEC ID NO: 49.
l‘ En una realizacién, un epitopo de BACE1 el cual es especificamente
- reconocido por un anticuerpo, o fragmento del mismo, que comprende por lo
1‘ menos una region aminoacida de BACE1 seleccionada del grupo que consiste en:
.aminoacidos 315-318 de SEC ID NO: 49; aminoacidos 331-335 de SEC ID NO:
.49; aminoacidos 370-381 de SEC ID NO: 49; y cualquier combinacion de los
"lmismos. En un aspecto, el epitopo de BACE1 comprende aminoacidos 315-318,
331-335y 370-381 de SEC ID NO: 49.
l‘ BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1A-1B ilustran las secuencias de aminoacidos de cadena
Iiviana y pesada del clon YW412.8 obtenido de una especie naive de la genoteca
de exhibicion de fagos de diversidades naturales y formas maduradas por afinidad
dlle YW412.8 segun lo descrito en el Ejemplo 1(A). La Figura 1A ilustra las
alineaciones de secuencias de cadena liviana. La Figura 1B ilustra las
ai;ineaciones de secuencias de cadena pesada. En ambas Figuras 1A y 1B, las
secuencias de HVR para cada clon estan indicadas por las regiones en recuadros,
inaicando el primer recuadro HVR-L1 (SEC ID NOs: 7 y 8 — Figura 1A) o HVR—-H1
(S‘EC ID NOs: 22y 23 - Figura 1B), indicando el segundo recuadro HVR-L2 (SEC
ID'NOs: 9 y 10 - Figura 1A) o HVR-H2 (SEC ID NO: 24 - Figura 1B), e indicando
el fercer recuadro HVR-L3 (SEC ID NOs: 11-16 — Figura 1A) o HVR-H3 (SEC ID
NO: 25 - Figura 1B).

l Las Figuras 2A-2B ilustran las secuencias de aminoacidos de cadena
Iiviaina y pesada del clon Fab 12 obtenido de una clase naive de una genoteca de
exhibicién de fagos de diversidades sintéticas y formas maduradas por afinidad de
Fab 12, seguin lo descrito en el Ejemplo 1(B). La Figura 2A ilustra las alineaciones
de $ecuencias de cadena liviana. La Figura 2B ilustra las alineaciones de
secuencias de cadena pesada. En ambas Figuras 2A y 2B, las secuencias de
HVR. para cada clon estan indicadas por las regiones con recuadros, indicando el
primér recuadro HVR-L1 (SEC ID NO: 35 - Figura 2A) o HVR-H1 (SEC ID NO: 28
— Figura 2B), indicando el segundo recuadro HVR-L2 (SEC ID NOs: 36-39 -
Figuré 2A) 0 HVR-H2 (SEC ID NO: 29 - Figura 2B), e indicando el tercer recuadro
HVR—-[.[L3 (SEC ID NO: 40 - Figura 2A) o HVR-H3 (SEC ID NO: 30 - Figura 2B).
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Las Figuras 3A y 3B ilustran las secuencias de HVR o CDR de los Fabs de
cadena Ii\}iana y pesada aislados de la genoteca de exhibicion de fagos de
diversidadés sintéticas segun lo descrito en el Ejemplo 1(B). La numeracion es
acorde a la nomenclatura de Kabat et al. La Figura 3A describe las secuencias
"CDRL1" cbmo SEC ID NO: 133, las secuencias "CDRL2" como SEC ID NO:
134, las seéuencias "CDRL3" como SEC ID NOS 135-144, 141, y 145-152, vy las
secuencias "CDRH1" como SEC ID NOS 153-159, 158, 160-161, 159, 158, 162,
161, y 1634167, todas respectivamente, en orden de aparicion. La Figura 3B
ilustra las sécuencias "CDRH2" como SEC ID NOS 168-177, 174, 171, 178-182,
177, y 183, y las secuencias "CDRH3" como SEC ID NOS 184-202, todas,
respectivaménte, en orden de aparicion.

La Figura 4 proporcioné un grafico que muestra la inhibicién de BACE1
mediante los ﬁiversos clones identificados de las genotecas de exhibicion de fagos
de diversidades naturales y diversidades sintéticas. Los clones fueron analizados
para determinar la inhibicion de BACE1 en un ensayo de fluorescencia resuelta en
el tiempo (HTRF, por sus siglas en inglés) homogéneo, segun lo descrito en el
Ejemplo 1(A). Los anticuerpos de serie YW fueron empleados a una concentracion
de 500 nM e){cepto por el anticuerpo YW 434.6, el cual fue analizado a una
concentraciéon ﬁe 320 nM. Los anticuerpos 12.1gG, 14.19gG LC6.lgG, LC9.IgG,
LC10.1gG y LC1;.1 1gG fueron analizados a una concentracién de 1 pM.

La Figuré 5 es un grafico que muestra la actividad de BACE1 en un ensayo
de HTRF en p}esencia de Fabs anti-BACE1 identificados de la genoteca de
exhibicion de fagos de diversidades sintéticas, segun lo descrito en el Ejemplo
1(B). Las lineas corresponden a 100% de actividad (0% de inhibicién) en
presencia de BACE1 y sustrato (Control de PBS) y 100% de inhibicién en
ausencia de BACE1.

La Figura ‘6 ilustra las secuencias CDR o HVR de Fabs anti—-BACE1
madurados por aﬁnidad segun lo descrito en el Ejemplo 1(B). La numeracién es
acorde con la nomenclatura de Kabat ef al. La relacién de ELISA por competicion
es la relacién de |a sefial de ELISA en ausencia o presencia de 20 nM de BACE1
como competidor én solucion en ensayos ELISA de competicion de un punto
segun lo descrito lllen el Ejemplo 1(B). La Figura 6 describe las secuencias
"CDRL1" como SEC ID NOS 133, 133, 133, 133, 133, y 203, las secuencias
"CDRL2" como SEC ID NOS 134, 134, y 204—-207, las secuencias "CDRL3" como
SEC ID NOS 208—2:'09, 145, 145, y 145-146, las secuencias "CDRH1" como SEC
ID NOS 157, 157, 158, 158, 158, y 162, las secuencias "CDRH2" como SEC ID
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NOS 172, 1172, 171, 171, 171, y 178, y las secuencias "CDRH3" como SEC ID
NOS 188, \:188, 195, 195, y 195-196, todas, respectivamente, en orden de
aparicion.

Las [Figuras 7A-7C contienen graficos que muestran datos de ensayos
ELISA competitivos con clones anti-BACE madurados por afinidad segun lo
descrito en '5el Ejemplo 1(B). La unién entre fago que exhibe Fab y BACE1
inmovilizadal“ sobre placas se compitié con dilucién seriada de BACE1 en solucion.
Las Figuras.7A, 7B y 7C ilustran curvas de competicién para los anticuerpos
progenitores "ly correspondientes anticuerpos madurados por afinidad.

Las Figuras 8A-8C ilustran graficos que muestran la inhibicion de BACE1
con Fabs anti~-BACE1 en un ensayo de enzima HTRF segln lo descrito en el
Ejemplo 1(B)"T La actividad de inhibicién de Fabs purificados para clones anti—
BACE1 individuales se midi6 en un ensayo de enzimas HTRF. OM99-2
(CaIBiochem, catalogo #496000), es un inhibidor peptidico sintético para BACE1
y se utilizé como un control positivo. Las Figuras 8A, 8B y 8C son curvas de
inhibicién pafa los derivados progenitores y correspondientes derivados
madurados polr[ afinidad. La ICso para OM99-2 fue 11nM en este ensayo.

La Figuﬁa 9A proporciona un grafico que muestra el impacto del anticuerpo
anti-BACE1 YW412.8.31 madurado por afinidad sobre la actividad enzimatica in
vitro de BACE1 recombinante humana utilizando ya sea un sustrato peptidico
largo con mayoi' susceptibilidad a BACE1 en un ensayo HTRF (panel izquierdo) o
un sustrato peétidico corto con mayor susceptibilidad a BACE1 en un ensayo
FRET (panel derecho), segin lo descrito en el Ejemplo 2(B). OM99-2
(CalBiochem®, 'lcatélogo #496000), un inhibidor peptidico sintético de BACET1,
inhibidor IV de p-Secretasa (CalBiochem®, catalogo #565788), un inhibidor de
molécula pequer“ia de BACE1 (BACE1 SMI) y un anticuerpo IgG el cual no se une
a BACE1 se emplearon como controles. Las Figuras 9B1 y 9B2 también
proporcionan graficos que muestran la actividad enzimatica in vitro de dominio
extracelular de 3ACE1 recombinante humana, dominio extracelular de BACE2
recombinante humana o el dominio extracelular de catepsina D sobre un sustrato
peptidico corto co"\n mayor susceptibilidad a BACE1 en presencia de YW412.8.31,
0 un anticuerpo IgG control segdn lo descrito en el Ejemplo 2(B).

La Figura 10 ilustra los resultados de experimentos realizados con diversos
anticuerpos anti—BACE1 (LC6, LCY, YW412.8, YW412.8.30, YW412.8.31 y

YW412.8.51) sobre el procesamiento de proteina precursora del amiloide (APP)
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recombinante en células 293-HEK, segun lo descrito en el Ejemplo 2(C). Se
empleo como control un anticuerpo IgG el cual no se une a BACE1 (Xolair®).

Las Figuras 11A-11D proporcionan graficos que ilustran los efectos del
anticuerpo anti-BACE1 YW412.8.31 sobre el procesamiento de proteina
precursora del amiloide (APP) recombinante o enddgena, segun lo descrito en el
Ejemplo 2(C). La Figura 11A muestra los resultados de experimentos que utilizan
células 293-HEK que expresan establemente APP humana tipo salvaje.' SMI de
BACE1 es un inhibidor de BACE1 de molécula pequefa el cual fue empleado
como un control (Compuesto 8e — Charrier et al., J. Med. Chem. 51:3313-3317
(2008). La Figura 11B muestra los resultados de experimentos que emplean
neuronas ganglionares de raiz dorsal E13.5 cultivadas de ratones CD1 tipo
salvaje. Se realizaron experimentos adicionales empleando cultivos de neuronas
corticales E16.5 (Figura 11C) y neuronas de hipocampo cultivadas E16.5 (Figura
11D) de ratones CD1 tipo salvaje.

Las Figuras 12A-12C proporcionan imagenes de la captacion de anticuerpo
anti-BACE1 YW412.8.31 en neuronas de raton primarias, segin lo descrito en el
Ejemplo 2(D). La Figura 12A muestra la internalizacion de anticuerpo anti-BACE1
YW412.8.31 en vesiculas intracelulares en neuronas. Las neuronas corticales
embridnicas fueron incubadas a 37°C durante los tiempos indicados. Se detecté
YW412.8.31 unido sobre compartimientos celulares de superficie (no
permeabilizados) o internos (permeabilizados) con a—humana-Alexa 568. La
mayoria de la sefal fue internalizada. YW412.8.31 internalizado fue localizado en
compartimientos subcelulares por co-tincion con los marcadores indicados para
compartimientos vasculares: endosomas tempranos (TfR); red trans—golgi
(VAMP4) y lisosoma (LAMP1). Barra de escala =65 um (parte superior) y 20 um
(parte inferior). La Figura 12B muestra la captacion de anticuerpo anti-BACE1 en
neuronas ganglionares de raiz dorsal (DRG, por sus siglas en inglés) E13.5 a dos
temperaturas diferentes y tres puntos temporales diferentes, segun lo indicado en
la Figura. Las células fueron permeabilizadas para permitir el etiquetado de
anticuerpo BACE1 intracelular. Solamente anticuerpo anti-BACE1 YW412.8.31
unido externamente es etiquetado e las células no permeabilizadas. La Figura
12(C) muestra la captacién en neuronas corticales E16.5 de anticuerpo anti—

BACE1 YW412.8.31 de ratones que expresan BACE1 o con inactivacion de
BACE1.
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La Figura 13 proporciona una representacion grafica de resultados de
ELISA del Ejemplo 3(A), que compara la uniéon competitiva de anticuerpo anti—
BACE1 YW412.8, consigo mismo, otro anticuerpo anti-BACE1 (LC6), un péptido
de union a BACE1 de sitio activo (OM99-2 (CalBiochem®, catalogo #496000)) y
un péptido de unién a BACE1 de exositio (BMS1) (Péptido 1 en Kornacker et al.,
Biochemistry 44:11567-11572 (2005)).

La Figura 14 muestra diferentes vistas de la estructura de 2.8 A del Fab
YW412.8.31 cocristalizado con el dominio extracelular de BACE1 humano segin
lo descrito en el Ejemplo 3(B). El Fab se une a un exositio de BACE1 distantes del
sitio activo de secretasa, que se superpone parcialmente con otro exositio que se

sabe que interactia con ciertos péptidos que tienen propiedades inhibidoras de
BACE1.

La Figura 15 proporciona una vista de acercamiento de la interaccion del

Fab YW412.8.31 con el dominio extracelular de BACE1 humano. BACE1 se
muestra en representacion superficial y el Fab se muestra como cintas. La
superficie punteada indica el epitopo de BACE1.

Las Figuras 16A y 16B muestran los resultados de experimentos para
examinar la contribucion de BACE1 aniveles de AB1— en ratones del tipo salvaje.
Se examinaron los niveles de ABj_o en ratones BACE1+/+ vs. BACE1—/-. Los
ratones recibieron una dnica dosis de anticuerpo IgG control o anticuerpo anti—
BACE YW412.8.31 seguin lo descrito en el Ejemplo 4. La Figura 16A muestra los
resultados de estudios genéticos que examinan la contribucion de BACE1 a la
produccién de AB1-40 en ratones. Los niveles de AB1o observados en ratones con
inactivacion de BACE1 (BACE1—/i) proporcionan un control de cémo inhibidores
especificos de BACE1 alteran la produccion de A1 en ratones del tipo salvaje.
La Figura 16B muestra los efectos de la dosificacion de IgG control o anti-BACE1
YW412.8.31 (50 mg/kg) sobre la produccién de AB— en plasma y SNC (corteza)
24 0 48 horas luego de la dosificacién. Se suministr6 una Unica dosis de IgG
control o anticuerpo anti~-BACE1 (50 mg/kg) por inyeccién IV a ratones C57BI/6.
24 o 48 horas mas tarde, se recolectaron muestras de plasma y cerebro para
analizar AB1—o. EIl AB1_4o plasmatico es reducido en 35% (a 24 hr) y AB1o cortical
en ~20%. Los valores trazados son medias (+SEM) * p<0.01; ** p<0.001.

Las Figuras 17A-17B proporcionan resultados de los experimentos con
anticuerpo anti~-BACE1 YW412.8.31 in vivo descritos eh el Ejemplo 4. La Figura

17A muestra trazados de los niveles de AB14o observados en el plasma y el
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hipocampo de ratones tratados con el anticuerpo anti-BACE1 YW412.8.31 en dos
concentraciones diferentes en comparacién con el tratamiento control con
vehiculo. La I.Figura 17B es un trazado de lecturas farmacodinamicas en
comparacion c%on lecturas farmacocinéticas individuales, que indican que existe
una relacion PK/PD en este modelo de raton para el anticuerpo anti-BACE1
YW412.8.31.

Las Figuras 18A y 18B muestran una comparacion de experimentos en los
cuales los ratoﬁes transgénicos hAPP recibieron dosis de anticuerpo anti-BACE1
YW412.8.31 sislltémicamente (Panel A, mismo experimento segiin lo descrito en la
Figura 17A regraficada para comparacion) o por infusién ICV continua (Panel B).
En la Figura 18A, los animales recibieron vehiculo o anticuerpo anti-BACE1 (30 o
100 mg/kg) por ihyecci()n IP (3 dosis @ Q4D). 2 Horas después de la ultima dosis,
se recolectaron Enuestras de plasma y cerebro para analizar ABy4o y AB142 . Los
AB1-40 Y AB1-42 plasmaticos fueron reducidos hasta ~30% de los niveles controles
en ambos 30 y 100 mg/kg de anticuerpo anti-BACE1. ABi14o y AP14 de
hipocampo se redujeron (13-22%) mediante la dosis elevada de anti-BACE1 (100
ma/kg), y AB1o Y AB142 cortical mostraron una tendencia hacia la reduccién (12—
18%). En la Figura 18B, se administré anticuerpo IgG control o anti-BACE1 por
infusion ICV unilateral durante 7 dias. Se observaron reducciones consistentes en
AB14o0 Y AB142 €N v‘{ambas dosis en corteza (15-23%) y en hipocampo (15-20%). El
Panel C muestra los niveles de anticuerpo anti-BACE1 en el cerebro luego de la
administracion sistémica vs. ICV. Los valores trazados son medias (xSEM) *
p<0.05; ** p<0.001

Las Figuras"i19A y 19B muestran el analisis de PK de una uUnica dosis de
YW412.8.31 anti-BACE1 (1 o 10 mg/kg) administrada por medio de inyeccion IV a
ratones BALB/C (Figura 19A). Se analizé6 PK sérica a los 21 dias posteriores a la
dosis. Se emplearon dos ensayos PK separados: un ensayo para detectar todo el
anti-BACE1 en suéro (mAD total), y un ensayo para detectar solamente anti—
BACE1 no unido el%l suero (mADb libre). El analisis de PK de una sola dosis en
ratones BACE1+/+, BACE1+/—, y BACE1-/~ confirma la no linealidad observada
en el estudio inicial e indica que la mayor evacuacién (“clearance”) es de hecho
mediada por el objetilvo (Figura 19B).

Las Figuras 20A y 20B muestran el analisis PK de monos Cynomolgus
dosificados con IgG control o anticuerpo YW412.8.31 anti-BACE1 (30 mg/kg) por

administracion IV. Las concentraciones de anticuerpo anti-BACE1 o control total
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en muestras de suero de mono (Figura 20A) y CSF (Figura 20B) se midieron
utilizando anticde‘rpo policlonal IgG antihumano de cabra adsorbido por -mono
(Bettil, Montgomc—l-l,ry, TX) segun lo descrito en el Ejemplo 5.

Las Figuras 21A-21D son los resultados de experimentos segun lo descrito
en el Ejemplo 5 en los cuales monos Cynomolgus recibieron dosis de anticuerpo
anti-BACE1 YW412.8.31 o IgG control por administracién IV. Las lineas
sombreadas muestran datos para animales individuales y las lineas solidas
muestran mediasi de grupos. Se recogieron muestras de Plasma y CSF 7 dias, 2
dias y justo antes de la dosificacion para fijar un valor medio para los niveles de
punto de partida:de ABi-4 en cada mono individual. Se midid ABi_o plasmatico
(Figura 21A) y AB140 de CSF (Figura 21B) en diversos tiempos. También se
muestra la variabilidad a través de animales en AB1_4o plasmatico (Figura 21C) y
CSF (Figura 21D)Z en el punto de partida.

Las Figuras 22A y 22B ilustran la produccion de Ap luego de la dosificacién
sistémica de YW412.8.31 en ratones del tipo salvaje. La Figura 22A es un grafico
que muestra la produccion de AB1-40 después de una sola dosis de IgG control o
YW412.8.31 (100: mg/kg) administrado por inyeccién IP a ratones C57Bl/6J. 4
horas mas tarde, se recogieron muestras plasmaticas y cerebrales para analizar
AB10. EI AB14o plasmatico es reducido en 48%, pero AB1-4o de prosencéfalo no
es reducido en este paradigma. La Figura 22B es un grafico que muestra la
produccién de AB1sg luego de la administracién de IgG control 0 YW412.8.31 (30
o 100 mg/kg) por ?3 inyecciones IP, espaciadas una de la otra por 4 dias. 4 Horas
después de la ultima dosis, se recogieron muestras plasmaticas y cerebrales para
analizar AB140. Sereduce el AR plasmatico en 50-53%, mientras que el AB140
del prosenceéfalo no es reducido por dosificacién a 30 mg/kg, pero es reducido en
42% cuando se dosifica a 100 mg/kg. Los valores trazados son media (+SEM) *
p<0.0001 |

Las Figuras 23A-23C ilustran las secuencias de aminoacidos de cadena
liviana de clon YW412.8.31 y las formas maduradas por afinidad de YW412.8.31.
Las Figuras 23A-23C ilustran las alineaciones de secuencias de cadena liviana
completas. Las secuencias HVR para cada clon son indicadas por las regiones en
recuadro, indicando el primer recuadro HVR-L1 (SEC ID NO: 7 — Figura 23A),
indicando el segundlko recuadro HVR-L2 (SEC ID NOs: 9 y 58-64 — Figura 23), e
indicando el tercer recuadro HVR-L3 (SEC ID NOs: 12 y 66-67 — Figura 23C).
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Las Figuras 24A-24C ilustran las secuencias de aminoéacidos de cadena
pesadéi del clon YW412.8.31 y las formas maduradas por afinidad de YW412.8.31.
Las FiQuras 24A-24C ilustran las alineaciones de secuencias de cadena pesada
comple‘t‘a. Las secuencias HVR para cada clon estan indicadas por las regiones
encuad{‘radas, indicando el primer recuadro HVR-H1 (SEC ID NOs: 24 y 71-73 —
Figura 24A), indicando el segundo recuadro HVR-H2 (SEC ID NOs: 24 y 74-78 -
Figura 24B), e indicando el tercer recuadro HVR-H3 (SEC ID NOs: 25 y 79 —
Figura 24C). |

Lés Figuras 25A y B ilustran los graficos que muestran la inhibicién de
BACE1 con YW412.8.31 y los clones madurados por afinidad en un ensayo de
HTRF ségUn lo descrito en el Ejemplo 6. Se analiz6 la capacidad de los clones
YW412.8.31.3S; YW412.8.31.9S; YW412.8.31.25S; YW412.8.31.58S;
YW412.8.31.53; YW412.8.31.69; YW412.8.31.77; YW412.8.3181S vy
YW412.8|..31 .89S para inhibir la actividad de proteasa de BACE1. '

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES DE LA INVENCION

| DEFINICIONES

Un'la estructura humana aceptora” para los propésitos de la presente
invencién{es una estructura que comprende la secuencia de aminoacidos de una
estructura{ de dominio variable (VL) de cadena liviana o una estructura de dominio
variable (VH) de cadena pesada derivada de una estructura de inmunoglobulina
humana o una estructura consenso humana, seguin lo definido mas adelante. Una
estructura: humana aceptora “derivada de” una estructura de inmunoglobulina
humana c‘? una estructura consenso humana puede comprender la misma
secuencia de aminoacidos de la misma, o puede contener cambios de secuencias
de aminoécidos. En algunas realizaciones, la cantidad de cambios de
aminoéciddls son 10 o menos, 9 o menos, 8 o menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0
menos, 4 0 menos, 3 0 menos, o 2 0 menos. En algunas realizaciones, la
estructura l\humana aceptora VL es idéntica en secuencia a la secuencia de
estructura qe inmunoglobulina humana VL o secuencia de estructura de consenso
humana. .

“Afin:idad” se refiere a la resistencia de la suma total de interacciones no
covalentes entre un Unico sitio de unién de una molécula (por ej., un anticuerpo) y
Su socio delxuni()n (por ej., un antigeno). A menos que se indique lo contrario, en
el presente:contexto, “afinidad de unién” se refiere a una afinidad de unién

intrinseca la: cual refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién
|



(por ej., anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X para su socio Y
pu:ede generalmente ser representada por la constante de disociacion (Kd). La
afinidad puede medirse mediante métodos comunes conocidos en la técnica,
incluyendo aquellos descritos en esta invencién. Las realizaciones ilustrativas y
eje!;mplares especificas para medir la afinidad de unién se describen en lo que
sigue.

I. Un anticuerpo “madurado por afinidad” se refiere a un anticuerpo con una o
mas alteraciones en una o mas regiones hipervariables (HVRs), en comparacion
con un anticuerpo progenitor el cual no posee ese tipo de aiteraciones, dando
corrlgo resultado dichas alteraciones una mejora en la afinidad del anticuerpo para
el antigeno.

Los términos “anticuerpo anti-beta—secretasa”, “anticuerpo anti-BACE1”,
“‘un l{anticuerpo que se une a beta—secretasa” y “un anticuerpo que se une a
BACE1" se refieren a un anticuerpo que es capaz de unirse a BACE1 con
suficiente afinidad de modo que el anticuerpo es util como un agente de
diaginc’)stico y/o terapéutico en el direccionamiento hacia BACE1. En una
realizacion, el grado de union de un anticuerpo anti-BACE1 a una proteina no
BACE1 no relacionada es inferior a aproximadamente 10% de la union del
anticiuerpo a BACE1 segun lo medido, por ej., por un radioinmunoensayo (RIA). ,
En ciertas realizaciones, un anticuerpo que se une a BACE1 tiene una constante
de di:sociacién (Kd) de < 1uM, =100 nM, <10 nM, £1 nM, £0.1 nM, £0.01 nM, o
< 0.001 nM (por ej. 10™°M o menos, por ej. entre 10° My 107'* M, por ej., entre
107 M y 107° M). En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti~-BACE1 se une a
un eéitopo de BACE1 que es conservado entre BACE1 de diferentes especies e
isoformas.

" El término "anticuerpo” en la presente invencién se emplea en el sentido
mas émplio y abarca diversas estructuras de anticuerpos, incluyendo aunque sin
limitarse a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ej., anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpos
siempire y cuando exhiban la actividad de unién al antigeno deseada.

'Un “fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula que no es un
anticué{:*rpo intacto que comprende una porcion de un anticuerpo intacto que se une
al antigeno al cual el anticuerpo intacto se une. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen aunque sin limitarse a Fv, Fab, Fab', Fab'=SH, F(ab'),;

diacuellfp‘os; anticuerpos lineares; moléculas de anticuerpos de cadena Unica (por
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ej. scFv); y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo'ls.

Un  “anticuerpo que se une al mismo epitopo” que un anticuerpo de
referencia’ se refiere a un anticuerpo que bloquea la unién del anticuerpo de
referencia';a su antigeno en un ensayo de competicion en 50% o mas, y a la
inversa, el anticuerpo de referencia bloquea la union del anticuerpo a su antigeno
en un ensayo de competicion en 50% o mas. En la presente invencion se
proporcioné un ensayo de competicion ejemplar.

El término anticuerpo “quimérico” se refiere a un anticuerpo en el cual una
porcién de la cadena pesada y/o liviana es derivada de una fuente o especie en
particular, rlnientras que el resto de la cadena pesada y/o liviana es derivado de
una fuente o especie diferente.

La “c‘llase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o regién
constante poseido por su cadena pesada. Existen cinco clases principales de
anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM, y varios de éstos pueden ser divididos
adicionalmehte en subclases (isotipos), por ej., 19G+, 19G,, 1gGs3, 1gG4, I1gA4, € IgA,.
Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes
clases de inr'punoglobulinas se denominan q, §, €, v, ¥ u, respectivamente.

El término “agente citotéxico" en el presente contexto se refiere a una
sustancia que inhibe o previene una funcién celular y/o causa la muerte o
destruccién :Icelular. Los agentes citotoxicos incluyen, aunque sin limitarse a,
isdtopos radiactivos (por ej., A", I, 1'% ¥ Re'® Re'® gm'®? Bi212, p%2
Pb?'? y los iis()topos radiactivos de Lu); agentes o farmacos quimioterapéuticos
(por ej., metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina,
etoposido), doxorubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucil, daunorubicina u
otros agenteé intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y
fragmentos de las mismas tales como enzimas nucleoliticas; antibiéticos: toxinas
tales como toxinas de molécuia pequefia o toxinas enzimaticamente activas de
origen bacteﬁiano, fungal, vegetal o animal, incluyendo sus fragmentos y/o
variantes; y los diversos agentes antitumorales o anticancerigenos descritos mas
adelante.

“Funciones efectoras” se refieren a aquellas actividades biolégicas
atribuibles a la regién Fc de un anticuerpo, las cuales varian con el isotipo del
anticuerpo. Lo:s ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a

C1q y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en inglés);
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union al ireceptor de Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés); fagocitosis; regulacion descendente
de receptci)res de superficie celular (por ej., receptor de células B); y activacién de
células B.

Un? "cantidad eficaz" de un agente, por ej., una formulacién farmacéutica,
se refiere a una cantidad eficaz, en dosis y durante periodos de tiempo
necesariosi, para lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado.

El término “regién Fc” en la presente se emplea para definir una regién de
terminal Ci de una cadena pesada de inmunoglobulina que contiene por lo menos
una porcion de la regién constante. El término incluye regiones Fc de secuencia
nativa y r?giones Fc variantes. En una realizacion, una region Fc de cadena
pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, hasta el
término cailrboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina de terminal C
(Lys447) de la region Fc puede estar presente o no. A menos que se especifique
lo contrari? en esta invencion, la numeraciéon de residuos de aminoacidos en la
region Fc o region constante es acorde al sistema de numeracion EU, también
denominado el indice EU, segun lo descrito en Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 5ta Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health (Instituto Nacional de Salud), Bethesda, MD, 1991.

"Estl'uctura" o "FR" se refiere a residuos de dominios variables que no son
residuos ?e region hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable
generalmente consiste en cuatro dominios FR: FR1, FR2, FR3, y FR4. Por lo
tanto, las stecuencias HVR y FR en general aparecen en la siguiente secuencia en
VH (o VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Los términos “anticuerpo de longitud completa,” “anticuerpo intacto,” y
“anticuerpo\entero” en el presente contexto se emplean intercambiablemente para
hacer referencia a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar
auna estru[ctura de anticuerpo nativa o que tiene cadenas pesadas que contienen
una region Fc segln lo definido en la presente invencion.

Los !términos "célula huésped," "linea de célula huésped,” y "cultivo de
célula huésped " se emplean intercambiablemente y hacen referencia a células en ‘
las cuales ée ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la progenie de
dichas células. Las células huésped incluyen "transformantes" y "células
transformadlas," las cuales incluyen la célula transformada primaria y la progenie
derivada de la misma sin importar la cantidad de pasajes. La progenie puede no

l . i . .
ser completamente idéntica en el contenido de acido nucleico a una célula

|
|
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progenitora, pero puede contener mutaciones. La progenie mutante que tiene la
};nisma funcion o actividad bioldgica a la rastreada o seleccionada en la célula
ériginalmente transformada se incluye en esta invencion.
| Un “anticuerpo humano” es aquel que posee una secuencia de aminoacidos
qiue corresponde a aquella de un anticuerpo producido por un humano o una
célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios de
ahticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta
definicion de un anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo
huilmanizado que comprende residuos de unién al antigeno no humanos.

© Una “estructura de consenso humana” es una estructura la cual representa
Ioslll residuos de aminoacidos que se presentan mas cominmente en una seleccion
de 'secuencias de estructural VL o VH de inmunoglobulina humana. En general, la
seleccion de secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es de un subgrupo
de éecuencias de dominio variable. En general, el subgrupo de secuencias es un
subgrupo como en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quiﬁta Edicion, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991), Tomos 1-3. En
una 'realizacién, para la VL, el subgrupo es un subgrupo kappa | como en Kabat et
al., Sypra. En una realizacion, para la VH, el subgrupo es el subgrupo Il como en
Kabat et al., supra.

I': Un anticuerpo “humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que
complrende residuos de aminoacidos de HVRs no humanas y residuos de
amino":écidos de FRs humanas. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
humar})izado comprendera sustancialmente todos o por lo menos uno, y
tipicarhente dos, dominios variables, en los cuales la totalidad o sustancialmente la
totalidad de las HVRs (por ej., CDRs) corresponden a aquellas de un anticuerpo
no hurﬁano, y la totalidad o sustancialmente la totalidad de las FRs corresponden
a aquellas de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado opcionalmente
puede '3comprender por lo menos una porcidon de una regidn constante de
anticuefpo derivada de un anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un
anticuerpo, por ej., un anticuerpo no humano, se refiere a uh anticuerpo que ha
sufrido humanizacion.

Ell'( termino “regidn hipervariable” o “HVR,” en el presente contexto, se refiere
a cada l‘una de las regiones de un dominio variable de anticuerpo que es
hipervarié}ble en secuencia y/o forma lazos estructuralmente definidos (“lazos
hipervarié}bles”). En general, los anticuerpos de cuatro cadenas nativos
comprenden seis HVRs; tres en la VH (H1, H2, H3), y tres en la VL (L1, L2, L3).
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IEn general, HVRs comprenden residuos de aminoacidos de los lazos

hipervariables y/o de las “regiones determinantes de complementariedad” (CDRs,
ipor sus siglas en inglés), siendo éstas Gltimas de variabilidad de secuencia mas
alta y/o estando involucradas en el reconocimiento del antigeno. Los ejemplos de
lazos hipervariables ocurren en los residuos de aminoacidos 26-32 (L1), 50-52
(L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2), y 96101 (H3). (Chothia y Lesk, J. Mol.
Biol. 196:901-917 (1987).) Los ejemplos de CDRs (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3,
CDR-H1, CDR-H2, y CDR-H3) se producen en residuos de aminoacidos 24-34
de L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3, 31-35B de H1, 50-65 de H2, y 95-102 de H3.
(Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5ta Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).) Con la
éxcepci()n de CDR1 en VH, CDRs en general comprenden los residuos de
aminoacidos que forman los lazos hipervariables. CDRs también comprenden
‘:residuos determinantes de especificidad,” o “SDRs,” los cuales son residuos que
contactan al antigeno. SDRs estan contenidas dentro de regiones de las CDRs
denominadas en forma abreviada CDRs, o a—CDRs. Los ejemplos de a—CDRs (a—
CDR-L1, a—CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a—CDR-H2, y a-CDR-H3) se
producen en los residuos de aminoacidos 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3,
31-35B de H1, 50-58 de H2, y 95-102 de H3. (Ver Almagro y Fransson, Front.
Biosci. 13:1619-1633 (2008).) A menos que se indique lo contrario, los residuos
de HVR y otros residuos en el dominio variable (por ej, residuos FR) estan
numerados en la presente invencién de acuerdo con Kabat et al., supra.

Un “inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado a una o mas moléculas
heterdlogas incluyendo aunque sin limitarse a un agente citotéxico.
| Un “individuo” o “sujeto” es un mamifero. Los mamiferos incluyen, aunque
siin limitarse a, animales domesticados (por ej., vacas, ovejas, gatos, perros y
caballos), primates (por ej., humanos y primates no humanos tales como monos),
conejos, y roedores (por ej., ratones y ratas). En ciertas realizaciones, el individuo

o sujeto es un ser humano.

Un anticuerpo “aislado” es aquel el cual ha sido separado de un
componente de su medioambiente natural. En algunas realizaciones, un
anticuerpo es purificado hasta mas del 95% o 99% de pureza segin lo
determinado por, por ejemplo, analisis electroforético (por ej, SDS-PAGE,
enfoque isoeléctrico (IEF), electroforesis capilar) o cromatografico (por ej.,

intercambio ionico o HPLC de fase inversa). Para una revisién de los métodos
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para evaluar la pureza del anticuerpo, véase, por ej, Flatman et al., J.

'Chromatogr. B 848:79-87 (2007).

'. Un acido nucleico “aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico que
ha sido separada de un componente de su medioambiente natural. Un acido
nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que
cbntienen comunmente la molécula de acido nucleico, pero la molécula de acido
npcleico esta presente extracromosémicamente o en una ubicacién cromosémica
que es diferente de su ubicacion cromosémica natural.

“Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo anti-BACE1” se refiere a
una o mas moléculas de acido nucleico que codifican cadenas pesada y liviana de
an';ticuerpos (o sus fragmentos), incluyendo molécula(s) de acido nucleico en un
ve¢tor Unico o vectores separados, y dicha o dichas moléculas de acido nucleico
presentes en una o mas ubicaciones en una célula huésped.

El término "anticuerpo monoclonal" en el presente contexto se refiere a un
anti",cuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
horﬁogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién
son'u; idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos
variantes, por ej., que contienen mutaciones naturales o que surgen durante la
produccién de una preparacién de anticuerpos monoclonales, dichas variantes
gené]ralmente estan presentes en cantidades menores. En contraste con las
prepéraciones de anticuerpos policlonales, las cuales tipicamente incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada
anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpo monoclonal es dirigida
contré un solo determinante sobre un antigeno. Por lo tanto, el modificador
“mondlclonal” indica el caracter del anticuerpo como siendo obtenido de una
pobladién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse
como que requiere de la producciéon del anticuerpo por ningin método en
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que seran utilizados de
acuerd¢ con ia presente invencién pueden ser preparados mediante una variedad
de técniicas, incluyendo aunque sin limitarse al método del hibridoma, métodos de
ADN recombinante, métodos de exhibicion de fagos, y métodos que utilizan
animales transgénicos que contienen la totalidad o parte de los locus de
inmunoglobulina humana, dichos métodos y otros métodos ejemplares para

preparar anticuerpos monoclonales son descritos en esta invencion.
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Un “anticuerpo desnudo” se refiere a un anticuerpo que no esta conjugado

' a un resto heterdlogo (por ej., un resto citotoxico) o radioetiqueta. El anticuerpo

~ desnudo puede estar presente en una formulacién farmacéutica.

' "Anticuerpos nativos" se refieren a moléculas de inmunoglobulina naturales

I;con estructuras variables. Por ejemplo, los anticuerpos de IgG nativos son
;glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons,
i, compuestas por dos cadenas livianas idénticas y dos cadenas pesadas idénticas
‘Kque estan unidas al disulfuro. Del término N al C, cada cadena pesada tiene una
region variable (VH), también denominada un dominio pesado variable o un
'ldominio variable de cadena pesada, seguido por tres dominios constantes (CH1,
CH2, y CH3). Similarmente, del término N al C, cada cadena liviana tiene una
iregic’m variable (VL), también denominada un dominio liviano variable o un dominio
variable de cadena liviana, seguido por un dominio liviano constante (CL). La
Ic_:adena liviana de un anticuerpo puede ser asignada a uno de dos tipos,
@enominados kappa (k) y lambda (A), en base a la secuencia de aminoacidos de

su dominio constante.

. El término ‘“inserto de paquete” se emplea para hacer referencia a
instrucciones habitualmente incluidas en los paquetes comerciales de productos
térapéuticos, que contienen informacién acerca de las indicaciones, uso,
dosificacion, administracién, terapia combinada, contraindicaciones y/o
abvertencias con respecto al uso de ese tipo de productos terapéuticos.

' “Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a
una secuencia polipeptidica de referencia se define como el porcentaje de
re'lsiduos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos con los
residuo de aminoécidos en la secuencia polipeptidica de referencia, luego de la
ali‘lneacic’m de las secuencias y de la introduccion de espacios vacios (“gaps”), en
caso necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencias, y
siﬁ considerar ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de
secuencia. La alineaciéon para los propésitos de determinar el porcentaje de
idéntidad de secuencias de aminoacidos puede lograrse de diversas formas que
estan dentro del conocimiento de la técnica, por ejemplo, utilizando programas
informaticos disponibles para el publico tales como los programas informaticos
BL/]i\ST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica
pueden determinar pardmetros apropiados para alinear secuencias, incluyendo
cua'llquier algoritmo necesario para lograr la maxima alineaciéon sobre la longitud

completa de las secuencias que se estan comparando. Para los propoésitos de esta
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invenﬁ:ién, sin embargo, los valores de % de identidad de secuencia de
amindlécidos son generados utilizando el programa informatico de comparacion de
secue'ncias ALIGN-2. El programa informatico de comparacién de secuencias
ALIGN—Z fue realizado por Genentech, Inc., y se ha presentado el cddigo de
fuente' con la documentacion del usuario en la Oficina de Derecho de Autor
Estado';unidense (U.S. Copyright Office), Washington D.C., 20559, donde esta
registrajdo bajo el n° de Registro de Derecho de Autor Estadounidense
TXU51b087. El programa ALIGN-2 esta disponible para el publico en Genentech,
Inc., Sur de San Francisco, California, o puede ser compilado del cédigo de fuente.
El progr'ilama ALIGN-2 deberia ser compilado para utilizar en un sistema operativo
UNIX, incluyendo UNIX digital V4.0D. Todos los parametros de comparacién de
secuendias son fijados por el programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones en las que se emp‘Iea ALIGN-2 para comparaciones de
secuencias de aminoacidos, el % de identidad de secuencias de aminoacidos de
una secf;;encia de aminoacidos A determinada con o contra una secuencia de
aminoéci'dos B determinada (la cual puede ser alternativamente definida como una
secuencié de aminoéacidos A determinada que tiene 0 comprende un cierto % de
identidad} de secuencia de aminodcidos con, o contra, una secuencia de

aminoacidos B determinada) se calcula de la siguiente manera:
100 veces la fraccion X/Y

don@e X es la cantidad de residuos de aminoacidos clasificados como
coincidencias idénticas por el programa de alineacién de secuencias ALIGN-2 en
esa alineacion del programa de A y B, y donde Y es la cantidad total de residuos
de aminoacidos en B. Se apreciara que donde la longitud de la secuencia de
aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de
identidad dé secuencias de aminoacidos de A a B no sera igual al % de identidad
de secuencias de aminoacidos de B a A. A menos que se indique
especificaménte lo contrario, todos los valores del % de identidad de secuencia de
aminoéacidos, empleados en esta invencién son obtenidos segtn lo descrito en el
parrafo inmediatamente precedentes empleando el programa informatico ALIGN—
2. | |

El térn'jino “formulacién farmacéutica" se refiere a una preparacion la cual
esta en forma tal que permite que la actividad biolégica de un ingrediente activo ‘

contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componente adicional alguno



que sela inaceptablemente téxico para un sujeto al cual se administraria ia
formulalcién.

LlJn “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en
una forr:fnulacién farmacéutica, que no es un ingrediente activo, el cual es no toxico
para ur; sujeto. Un portador farmacéuticamente aceptable incluye, aunque sin
Iimitarsé a, un buffer, excipiente, estabilizante o conservante.

El término “BACE1,” en el presente contexto, se refiere a cualquier beta—
secretasa 1 nativa (también denominada enzima de disociacidon de proteina
precursora del amiloide de sitio B 1, proteasa aspartica asociada a membrana 2,
memapsina 2, aspartil proteasa 2 o Asp2) de cualquier fuente de vertebrado,
incluyen‘qo mamiferos tales como primates (por ej. humanos) y roedores (por ej.,
ratas y ratones), a menos que se indique lo contrario. El término abarca BACE1
sin procesar, de “longitud completa” asi como también cualquier forma de BACE1
que sea'el resultado del procesamiento en la célula. El término también abarca
variantes naturales de BACE1, por ej,, variantes de corte y empalme o variantes
alélicas. ;La secuencia de aminoacidos de un polipéptido de BACE1 ejemplar se
muestra 'en SEC ID NO: 49 a continuacién, y es la secuencia para BACE1
humana,;isoforma A segun lo informado en Vassar et al., Science 286:735-741
(1999), la cual se incorpora a la presente como referencia en su totalidad.
MAQALPWLLLWMGAGVLPAHGTQHGIRLPLRSGLGGAPLGLRLPRETDEEPEEP
GRRGSFVEMVDNLRGKSGQGYYVEMTVGSPPQTLNILVDTGSSNFAVGAAPHP
FLHRYYQRQLSSTYRDLRKGVYVPYTQGKWEGELGTDLVSIPHGPNVTVRANIA
AITESDKFFINGSNWEGILGLAYAEIARPDDSLEPFFDSLVKQTHVPNLFSLQLCGA
GFPLNQSEVLASVGGSMIIGGIDHSLYTGSLWYTPIRREWYYEVIIVRVEINGQDLK
MDCKEYNYDKSIVDSGTTNLRLPKKVFEAAVKSIKAASSTEKFPDGFWLGEQLVC
WQAGTTFWNIFPVISLYLMGEVTNQSFRITILPQQYLRPVEDVATSQDDCYKFAIS
QSSTGTVMGAVIMEGFYVVFDRARKRIGFAVSACHVHDEFRTAAVEGPFVTLDM
EDCGYNIlPQTDESTLMTIAYVMAAICALFMLPLCLMVCQWCCLRCLRQQHDDFA
DDISLLK |{SEC ID NO: 49)

Divérsas otras isoformas de BACE1 humana existen incluyendo isoformas
B, CyD. " Ver UniProtKB/Swiss—Prot Entrada P56817, la cual se incorpora a la
presente c',omo referencia en su totalidad. La isoforma B es mostrada en SEC ID
NO: 50 y difiere de la isoforma A (SEC ID NO: 49) en el sentido de que no tiene
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Io:s aminoacidos 190-214 (es decir, delecion de aminoacidos 190—214 de SEC ID
NO: 49). La isoforma C es mostrada en SEC ID NO: 51 y difiere de la isoforma A
(SEC ID NO: 49) en el sentido de que le faltan los aminoacidos 146—189 (es decir,
deilecién de los aminoécidos 146-189 de (SEC ID NO: 49). La isoforma D es
mostrada en SEC ID NO: 52 y difiere de la isoforma A (SEC ID NO: 49) en el
sentido de que le faltan los aminoacidos 146-189 y 190-214 (es decir, delecion de
Ios: aminoacidos 146-189 y 190-214 de SEC IiD NO: 49).

. En el presente contexto, “tratamiento” (y sus variaciones gramaticales tales
como “tratar” o “que trata”) se refiere a la intervencién clinica en un intento de
altérar el curso natural del individuo que se esta tratando, y puede realizarse ya
sea para profilaxis o durante el curso de una patologia clinica. Los efectos
deseables de tratamiento incluyen, aunque sin limitarse a, prevenir la aparicion o
recL:Jrrencia de una enfermedad, alivio de los sintomas, disminucion de cualquier
consecuencia patologica directa o indirecta de la enfermedad, prevenir la
metéstasis, reducir la velocidad de progreso de la enfermedad, mejora o paliacion
del I. estado de enfermedad y remision o prognosis mejorada. En algunas
realizaciones, los anticuerpos de la invencién son utilizados para retardar el
desarrollo de una enfermedad o para ralentizar el progreso de una enfermedad.

I. El término “regién variable” o “dominio variable” se refiere al dominio de una
cadena pesada o liviana de anticuerpo que esta involucrado en la unién del
antiéuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y la cadena
Iiviania (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural generalmente tienen
estructuras similares, comprendiendo cada dominio cuatro regiones de estructura
conservadas (FRs) y tres regiones hipervariables (HVRs). (Ver, por ej., Kindt et al.
Kubyl Immunology, 6% ed., W.H. Freeman y Co., pagina 91 (2007).) Un dominio VH
o VL .Unico puede ser suficiente para conferir especificidad de union al antigeno.
Por afiadidura, los anticuerpos que se unen a un antigeno en particular pueden ser
aislad'los utilizando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al antigeno
para . rastrear una genoteca de dominios VL o VH complementarios,
respectivamente. Ver, por gj., Portolano et al., J. Immunol. 150:880-887 (1993); -
Clarks'[on et al., Nature 352:624-628 (1991).

.El término "vector,” en el presente contexto, se refiere a una molécula de
acido 'nucleico capaz de propagar otro acido nucleico al cual esta ligado. EI
término incluye el vector como una estructura de acido nucleico autoreplicante asi
como I,ta‘mbién el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la

cual se ha introducido. Ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de
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acidos nucleicos a los cuales estan ligados operativamente. Dichos vectores son
aenominados en la presente “vectores de expresion".

Los términos “trastorno neurolégico” o "enfermedad neurologica” se refieren
é, o describen, una enfermedad o trastorno del sistema nervioso central y/o
periférico en mamiferos. Los ejemplos de trastornos neuroldgicos incluyen,
aunque sin limitarse a la siguiente lista de enfermedades y trastornos. Los
trastornos neuropaticos son enfermedades o anormalidades del sistema nervioso
céracterizados por un sefializacion nerviosa inapropiada o descontrolada o falta de
la misma, e incluyen, aunque sin limitarse a, dolor crénico (incluyendo dolor
nbciceptivo (dolor causado por una lesion a los tejidos corporales, incluyendo dolor
rélacionado con cancer), dolor neuropatico (dolor causado por anormalidades e los
nervios, médula espinal o cerebro), y dolor sicogénico (total o mayormente
rel]acionado con un trastorno sicologico), dolor de cabeza, migrafa, neuropatia y
sintomas o sindromes que acompafian a menudo a dichos trastornos neuropaticos
tal'les como vértigo o nauseas. Las amiloidosis son un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con depdsitos proteinaceos extracelulares en el SNC,
inéluyendo, aungue sin limitarse a, amiloidosis secundaria, amiloidosis relacionada
coh la edad, enfermedad de Alzheimer (EA), deterioro cognitivo leve (DCL),
de'mencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hefeditaria con amiloidosis (tipo Holandesa); el complejo Guam Parkinson—
Delmencia, angiopatia amiloide cerebral, enfermedad de Huntington, paralisis
sup'ranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob,
enfermedad de Parkinson, encefalopatia espongiforme transmisible, demencia
relacionada con VIH, esclerosis lateral amiotrépica (ELA), miositis con cuerpos de
inclusion (MCI), y enfermedades oculares relacionadas con la deposicién de beta—
amiipides (es decir, degeneracién macular, neuropatia dptica relacionada con
drusas, y cataratas). Los canceres del SNC son caracterizados por la proliferacion
aber'vlrante de una o mas células del SNC (es decir, una célula neural) e incluyen,
aunque sin limitarse a, glioma, glioblastoma multiforme, meningioma, astrocitoma,
neur'pma acustico, condroma, oligodendroglioma, meduloblastomas,
ganglioglioma, Schwannoma, neurofibroma, neuroblastoma, y tumores
extra‘,durales, intramedulares o intradurales. Las enfermedades o trastornos
oculares son enfermedades o trastornos del ojo, los cuales para los propositos de
esta invencién se considera un 6rgano del SNC sujeto a BBB. Las enfermedades
o] tras':tornos oculares incluyen, aunque sin limitarse a, trastornos de la esclerotica,

cornea, iris y cuerpo ciliar (es decir, escleritis, queratitis, Ulcera coérnea, abrasion
f



-34 -

cérnea, ceguera pasajera causada por el resplandor de la nieve, ceguera temporal
causa'(I:Ia por rayos ultravioleta, queratitis punctata superficial de Thygeson,
neovascularizacion cornea, distrofia de Fuchs, queratocono, queratoconjuntivitis
sicca, ‘iritis y uveitis), trastornos de la lente (es decir, cataratas), trastornos de
coroideEeS y retina (es decir, desprendimiento de retina, retinosquisis, retinopatia
hipertensiva, retinopatia diabética, retinopatia, retinopatia del prematuro,
degeneracion macular relacionada con la edad, degeneracién macular (himeda o v
seca), imembrana epiretinal, retinitis pigmentosa y edema macular), glaucoma,
moscas volantes, trastornos del nervio 6ptico y rutas visuales (es decir, neuropatia
Optica hereditaria de Leber y drusas de disco 6ptico), trastornos de musculo
oculare“s/ acomodacion del movimiento binocular/ refraccion (es decir, estrabismo,
oftalmoparesia, oftalmoplejia externa  progresiva, esotropia, exotropia,
hipermetropia, miopia, astigmatismo, anisometropia, presbiopia y oftalmoplejia),
alteracic"mes visuales y ceguera (es decir, ambliopia, amarosis congénita de Lever,
escotoma, ceguera de color, acromatopsia, nictalopia, ceguera, oncocercosis y
micro—oftalmia/coloboma), enrojecimiento ocular, pupila de Argyll Robertson,
queratori111cosis, xeroftalmia y aniridia. Las infecciones virales o microbianas del
SNC incluyen, aunque sin limitarse a, infecciones por virus (es decir, influenza,
VIH, poliovirus, rubéola), bacterias (es decir, Neisseria sp., Streptococcus sp.,
Pseudon‘ilonas sp., Proteus sp., E. coli, S. aureus, Pneumococcus sp.,
Meningococcus sp., Haemophilus sp., Y Mycobacterium tuberculosis) y otros
microorganismos tales como hongos (es decir, levadura, Cryptococcus
neoformans), parasitos (es decir, toxoplasma gondii) o amebas que dan como
resultado fisiopatologias del SNC incluyendo, aunque sin limitarse a, meningitis,
encefalitis, mielitis, vasculitis y absceso, que pueden ser agudas o cronicas. La
inflamacion del SNC es inflamacién que es causada por una lesién al SNC, que
puede sel;r una lesion fisica (es decir, debido a accidente, cirugia, traumatismo
cerebral, -esién de medula espinal, conmocion cerebral) o una lesion debida a, o
relacionada con, una o mas otras enfermedades o trastornos del SNC (es decir,
absceso, i.céncer, infeccion viral o microbiana). Isquemia del SNC, en el presente
contexto, se refiere a un grupo de trastornos relacionados con el flujo sanguineo
aberrante '0 comportamiento vascular en el cerebro o sus causas, e incluye,
aunque sir:1 limitarse a, isquemia cerebral focal, isquemia cerebral global, accidente
cerebrovascular (es decir, hemorragia subaracnoide y hemorragia intracerebral), y
aneurisma. Enfermedades neurodegenerativas son un grupo de enfermedades y

I
trastornos asociados con la pérdida de células neurales de funcion o muerte en el
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SNCl, y incluyen, aunque sin limitarse a, adrenoleucodistrofia, enfermedad de
Alexander, enfermedad de Alper, esclerosis lateral amiotrofica, ataxia
telangiectasia, enfermedad de Batten, sindrome de Cockayne, degeneracion
corti#;obasal, degeneracidn causada por, o asociada con una amiloidosis, ataxia de
Friedreich, degeneracién lobular frontotemporal, enfermedad de Kennedy, atrofia
de multiples sistemas, esclerosis multiple, esclerosis lateral primaria, paralisis
suprz:muclear progresiva, atrofia muscular espinal, mielitis transversa, enfermedad
de Refsum, y ataxia espinocerebelosa. Enfermedades y trastornos de ataques del
SNC' involucran la conduccion eléctrica inapropiada y/o anormal en el SNC, e
incluYen, aunque sin limitarse a, epilepsia (es decir, ataques con ausencias,
ataques atdnicos, epilepsia Rolandic benigna, ausencia de inicio en la nifez,
ataques clonicos, ataques parciales complejos, epilepsia de i6bulo frontal, ataques
febrilles, espasmos infantiles, epilepsia mioclénica juvenil, epilepsia de ausencia
juvenil, sindrome de Lennox-Gastaut, sindrome de Landau—Kleffner, sindrome de
Dravet, sindrome de Otahara, sindrome West, ataques mioclénicos, trastornos
mitocpndriales, epilepsias mioclénicas progresivas, ataques sicogénicos, epilepsia
refleja, Sindrome de Rasmussen, ataques parciales simples, ataques
secundariamente generalizados, epilepsia lobular temporal, ataques toniclonicos,
ataqu;es tonicos, ataques sicomotores, epilepsia limbica, ataques de inicio parcial,
ataques de inicio generalizado, status epilepticus, epilepsia abdominal, ataques
acinéticos, ataques autonémicos, mioclonus bilateral masivo, epilepsia catamenial,
ataque;as atonicos, ataques emocionales, ataques focales, crisis gelasticas, marcha
Jacksoniana, enfermedad de Lafora, crisis motoras, ataques multifocales, ataques
nocturnos, ataque fotosensible, pseudo ataques, ataques sensoriales, crisis
sutilesl, ataques sylvan, convulsiones por abstinencia, y ataques reflejos visuales).
Los trastornos del comportamiento son trastornos del SNC caracterizados por
comportamiento aberrante por parte del sujeto que padece el trastorno e incluyen,
aunqu[e sin limitarse a, trastornos del suefo (es decir, insomnio, parasomnios,
terrores nocturnos, trastornos del ritmo circadiano del suefio, y narcolepsia),
trastornos animicos (es decir, depresién, depresién suicida, ansiedad, trastornos
afectivPs cronicos, fobias, ataques de pénico, trastorno obsesivo- compulsivo,
trastorno de hiperactividad por déficit atencional (ADHD), trastorno de déficit
atencional (ADD), sindrome de fatiga crénica, agorafobia, trastorno de estrés
postral‘ljmético, trastorno bipolar), trastornos alimenticios (es decir, anorexia o
bulimia), sicosis, trastornos conductuales del desarrollo (es decir, autismo,

sindrome de Rett, sindrome de Aspberger), trastornos de la personalidad y
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trastornos sicoticos (es decir, esquizofrenia, trastorno de delirios y similares). Los
trastornos de almacenamiento lisosémico son trastornos metabélicos los cuales
estan en algunos casos asociados con el SNC o tienen sintomas especificos del
SNC, dichos trastornos incluyen, aunque sin limitarse a la enfermedad de Tay-
Sachs, enfermedad de Gaucher, enfermedad e Fabry, mucopolisacaridosis (tipos
Lo 1LV, V, VI y VI, enfermedad de almacenamiento de glicogeno, GM1—
gangliosidosis, leucodistrofia metacromatica, enfermedad de Farber, leucodistrofia
de Canavan, y lipofuscinosis ceroidea neuronal tipos 1 y 2, enfermedad de
Niem:iann—Pick, enfermedad de Pompe, y enfermedad de Krabbe.

| Il COMPOSICIONES Y METODOS

| En un aspecto, la invencion se basa, en parte, en anticuerpos los cuales se
unen a BACE1 y reducen y/o inhiben la actividad de BACE1. En ciertas
realizaciones, se proporcionan anticuerpos que se unen al sitio activo o a un
exositio de BACE1.

‘A. Anticuerpos Anti-BACE1 Ejemplares

'En un aspecto, la invencién provee un anticuerpo anti-BACE1 que
comprende por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas
entre (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
22, 23, 26, 28, 45, 68, 71, 72, 73 0 120; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEC ID NO: 24, 29, 46, 69, 74, 75, 76, 77, 78 0 121; (c) HVR-
H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 25, 30, 47, 70, 79
0 122; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
7, 8, 17, 35 0 42; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 9, 10, 18, 36-39, 41, 43, 56, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64 0 118; y (f)
HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 11-16, 19,
40, 44,|57, 65, 66, 67 0 119.

En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende por
lo menés una, por lo menos dos, o las tres secuencias de VH HVR seleccionadas
entre (é) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
22, 23, '26, 28, 45, 68, 71-73 0 120; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 24, 29, 46, 69, 74-78 o 121; y (c) HVR-H3 que
comprehde la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 25, 30, 47, 70, 79 o 122.

En una realizacién, el anticuerpo comprende HVR-H1 que comprende |
secuencia de aminoacidos SEC ID NO: 22 o SEC ID NO: 23 o SEC ID NO: 28 o
SEC ID" NO: 71 o SEC ID NO: 72 o SEC ID NO: 73. En otra realizacion, el

anticuerpo comprende HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
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SEC ID NO: 24 o SEC ID NO: 29 o SEC ID NO: 74 0 SEC ID NO: 75 0 SEC ID
NO: 76 o SEC ID NO: 77 o SEC ID NO: 78. En una realizacion adicional, el
anticuerpo comprende HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
SEC ID NO: 25 o SEC ID NO: 30 o SEC ID NO: 79. En una realizacioén, el
anticuerpo comﬂ)rende HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
SEC ID NO: 28. En otra realizacion, el anticuerpo comprende HVR-H2 que
comprende la s_lecuencia de aminoacidos SEC ID NO: 29. En una realizacién
adicional, el an:‘ticuerpo comprende HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID NO: 30.

En otra realizacion, el anticuerpo comprende (a) HVR-H1 que comprende
la secuencia de, aminoacidos de SEC ID NO: 22: (b) HYR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 24; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de arﬁinoécidos de SEC ID NO: 25 o el anticuerpo comprende (a) HVR—
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 23; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 24; y (¢) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 25. En una
realizacién adicional, el anticuerpo comprende (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 28; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de alminoécidos de SEC ID NO: 29; y (¢) HVR-H3 que comprende la
secuencia de e?lminoécidos de SEC ID NO: 30. En una realizacién adicional, el
anticuerpo comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminpécidos
de SEC ID NO; 23; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 74; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 25 o el anticuerpo comprende (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 23; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de éminoécidos de SEC ID NO: 75; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 25 o el anticuerpo comprende (a) HVR-
H1 que comprénde la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 71: (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 24; y (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 25 o el anticuerpo
comprende (aﬁ HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 72; (b) H\|/R—H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
24,y (c) HVR—ILH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 25
o el anticuerlpo comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de -
aminoacidos de SEC ID NO: 23; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 76: y (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEC ID NO: 25 o el anticuerpo comprende (a) HVR-H1 que
cdmprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 23; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 77; y (c) HVR-H3 que
co:mprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 79 o el anticuerpo
comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NQ: 73; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
78; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
25.

' En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende por
lo rhenos una, por lo menos dos o las tres secuencias de VL HVR seleccionadas
entl‘_re (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7,
8, 17, 35 y 42; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID NO: 9, 10, 18, 36-39, 41, 43, 56, 58-64 0 118; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 11-16, 19, 40, 44, 57, 65-67 o 119.

| En una realizacion, el anticuerpo comprende HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID NO: 7 o SEC ID NO: 8. En otra realizacién, el
antic';uerpo comprende HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID N“O: 9 0 SEC ID NO: 10 0 SEC ID NO: 58 0 SEC ID NO: 59 0 SEC ID NO: 60 o
SEd ID NO: 61 o SEC ID NO: 62 0 SEC ID NO: 63 o SEC ID NO: 64. En una
realizacion adicional, el anticuerpo comprende HVR-L3 que comprende la
secu'iencia de aminoacidos de SEC ID NO: 11 o SEC ID NO: 12 0 SEC ID NO: 13
o SEC ID NO: 14 0 SEC ID NO: 15 0 SEC ID NO: 16 o SEC ID NO: 65 0 SEC ID
NO: '66 o SEC ID NO: 67. En otra realizacion, el anticuerpo comprende HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID NO: 35. En otra realizacion,
el an';icuerpo comprende HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 36-39. En una realizacidn
adiciQnaI, el anticuerpo comprende HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID NO: 40.

;. En otra realizacion, el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 9; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuerlacia de aminoacidos de SEC ID NO: 11 o el anticuerpo comprende (a) HVR-
L1 qué comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7: (b) HVR-L2
que cdmprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 9; y (c) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 12 o el anticuerpo

comprénde (@) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
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NO: 7, (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
9; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 13 o
el | anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
amlinoécidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
am}inoécidos de SEC ID NO: 9; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
amjnoacidos de SEC ID NO: 14 o el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 9; y (c) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 16 o el anticuerpo
corhprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 8; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
10;Iy (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 15.
En iuna realizacion adicional, el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende
la éecuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 35; (b) HVR-L2 que comprende la
secluencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 36; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 40 o el anticuerpo comprende (a) HVR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 35: (b) HVR-L2
que: comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 37; y (c) HVR-L3
quei comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 40 o el anticuerpo
comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO! 35; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
38; ¥ (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 40
o] eil anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 35; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
amirlloécidos de SEC ID NO: 39; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 40.

" En otra realizacion, el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 58; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 12 o el anticuerpo comprende (a) HVR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 9; y (c) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 65 o el anticuerpo
combrende (@) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 7 (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
59; yI (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 12



-40 -

o el antic;'lJerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoécido$ de SEC ID NO: 9; y (c¢) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 66 o el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que
comprende ia secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 9: y (c) HVR-L3 que
comprende f.a secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 67 o el anticuerpo
comprende (é) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 7; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
60; vy (c) HVRIE—LS que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 67
o el anticueﬁlrpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos @e SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 61; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 65 o el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 59; y (c) HVR-L3 que
comprende la 'secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 66 o el anticuerpo
comprende (a).HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 7; (b) HVR—LZ que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
62;y (c) HVR—II‘-_3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 67
o el anticuerplo comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos dé SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de: SEC ID NO: 63; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de;; SEC ID NO: 12 o el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; (b) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 64; y (c) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 12.

En otro aépecto, un anticuerpo de la invenciéon comprende (a) un dominio
VH que comprende por lo menos una, por lo menos dos o las tres secuencias de
VH HVR seleccilonadas entre (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos seleécionada entre SEC ID NO: 22, 23, 26, 28, 45, 68, 71-73 0 120
(i) HVR-H2 que '-comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre
SEC ID NO: 24,'-| 29, 46, 69, 74-78 o 121 y (iii) HVR-H3 que comprende una
secuencia de amiﬁ)oécidos seleccionada entre SEC ID NO: 25, 30, 47, 70, 79 o
122; y (b) un dominio VL que comprende por lo menos una, por lo menos dos o las
tres secuencias dé VL HVR seleccionadas entre (i) HVR-L1 que comprende la
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secuencia dé aminoacidos seleccionada entre SEC ID NO: 7, 8, 17, 35 o0 42, (i)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID
NO: 9, 10, 18, 36-39, 41, 43, 56, 58-64 0 118, y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NO: 11-16, 19, 40, 44, 57,
6567 o 119.',‘

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende (a)
HVR-H1 que'. comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 23; (b)
HVR-H2 que'u comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 24; (c)
HVR-H3 quel-comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 25; (d)
HVR-L1 que cl,omprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; (e) HVR-
L2 que comprénde la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 9; y (f) HVR-L3
que comprendé una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NO:
12.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
secuencia seleccionada entre HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde HVR-H1
comprende la sécuencia de aminoacidos GFX3oFX31X32X33X341H (SEC ID NO: 45),
donde Xazo=N o'.T; X31=S, Lo Y; X52=G 0 Y; X33=Y 0 S; y Xa3s=A, G 0 S; donde
HVR-H2 'comprende la secuencia de aminoacidos
X35X36ISPX37X3§GX39TX40YADSVKG (SEC ID NO: 46), donde X35=A o G; X3s=W 0o
S; Xs7=A oY, X3;8=G 0 S; X39=S 0Y; y X40=D 0 S; y donde HVR-H3 comprende la
secuencia X41P*42X43X44X45X46 X47MDY (SEC ID NO: 47), donde X41=Q o G;
X42=T o F; Xa3=H 0 §; X4s=Y 0 P; X45=Y 0 W; Xg=Y 0 V y donde X4
opcionalmente incluye la secuencia YAKGYKA (SEC ID NO: 48).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
secuencia seleccionada entre HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, donde HVR-H1
comprende la seéuencia de aminoacidos GX71X72X73X74X75X76X771H (SEC ID NO:
120), donde X71=F 0 Y; X7,=F, N o T; X75=F 0 Y; X74=L, Q, |, S0 Y; X75=G 0 Y:
X7=Y 0 S; y X77=A, G 0 S; HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos
X78X70lSPXg0X51GXs2Xs3Xa4 YADSVKG (SEC ID NO: 121), donde Xzs=A o G;
X75=W 0'S; Xg0=A, S, Q 0 Y; Xg1=G 0 S; Xg=S, K, L0 Y: Xg5=T 0 Y; y Xge=D 0 S: y
HVR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos XgsPXgsXs7XssXsgXe0Xg1MDY
(SEC ID NO: 122),I"Kdonde Xg5=Q 0 G; Xgs=T 0 F; Xg7=H, Y 0 S; Xgs=Y 0 P; Xgo=Y 0
W; Xgo=Yo Vy dor‘)de Xq1 Opcionalmente incluye la secuencia YAKGYKA (SEC ID
NO: 48).

En ciertas ;.re‘alizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
secuencia seleccionada entre HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, donde HVR-L1
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comprende la secuencia de aminoacidos RASQX17VX1sX19X20X21A, (SEC ID NO:
42) donde X47=S, D 0 V; X45=S 0 A; X19=S, T 0 N; Xx0=A 0 S; X»1=V o L, donde
~ HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos X2,ASX2sLYS (SEC ID NO: 43),
| donde X22=8, W, Y o L; X23=F, S o W, y donde HVR-L3 comprende la secuencia
I? de aminoacidos QQX24X25X26X27X28X29T (SEC ID NO: 44), donde X24=S, F, G, D o
I': Y; X25=Y, P, S0 A; X26=Y, TON; Xo7=T,Y, D0 S; Xps=P o L; y Xo0=F, Po T.

‘_ En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
". secuencia seleccionada del grupo de HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, donde HVR-
L1 comprende la secuencia de aminoacidos RASQX17VX1gX16X20X21A (SEC ID
NO: 42), donde X47=S, D o V; X15=S 0 A; X19=S, To N; X50=A 0 S; Xo1=V o L,
.donde HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos XeASXs3XesYXss (SEC
1D NO: 118), donde Xg2=S, W, Y, F o L; Xg3=F, S, Y 0 W; Xes=L 0 R; Xgs=S, P, R, K
;,o W, y HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos QQXgsXs7XesXe9X70X71T
(SEC ID NO: 119), donde Xe=S, F, G, Do Y; Xe7=Y, P, S 0 A; Xe=Y, T 0 N;
X59=T, Y,DoS; X7=P,Q,S,KoL;yXs=F,PoT.

| En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
éecuencia seleccionada entre HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, donde HVR-L1
domprende la secuencia de aminoacidos RASQX;VX2X3X4XsA (SEC ID NO: 17),
dl‘onde X1=D o V; X2=S 0 A; X3=T o N; X4=S 0 A; Xs=V o L, donde HVR-L2
cl‘pmprende la secuencia de aminoacidos XsASFLYS (SEC ID NO: 18), donde
XI*5=S o L, y donde the HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos
QI:;QX7X8X9X10X11X12T (SEC ID NO: 19), donde X7=S, F, G, Do Y; Xg=Y, P, S, 0 A;
Xg=T o N; X10=T, Y, D0 S; X;s=P o L; X;,=P o T.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
secuencia seleccionada entre HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, donde HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos RASQX1VX2X3X4XsA (SEC ID NO: 17),
dohde X1=D o V; X2=S 0 A; X5=T o N; X4=S 0 A; Xs=V o L, donde HVR-L2
cor";nprende la secuencia de aminoacidos XssASX4sXs50YXs1 (SEC ID NO:; 56),
donde X4=S 0 F; Xs9=F 0 Y; Xs0=L 0 R; X5:=S, P, R, K 0 W, donde HVR-L3
comprende la secuencia de aminoacidos QQFPTYXs,PT (SEC ID NO: 57) , donde
Xs2=L, Q, S 0 K.

. En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
secuencia seleccionada entre HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde HVR-H1
com"‘prende la secuencia de aminoacidos GFTFX;3GYX4lH (SEC ID NO: 26),
donde X13=S o L y X44=A o G, donde HVR-H2 comprende la secuencia de
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aminoacidos GWISPAGGSTDYADSVKG (SEC ID NO: 24), y donde la HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos GPFSPWVMDY (SEC ID NO: 25).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
secuencia seleccionada entre HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, donde HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos GXs3Xs4Xs5Xs6GYGIH (SEC ID NO: 68),
donde Xs3=F 0 Y; X54=T 0 F; Xs5=F 0 Y; Xs6=L, Q 0 |, donde HVR-H2 comprende
la secuencia de aminoacidos GWISPXs7XssGXs50Xs0DYADSVKG (SEC ID NO: 69),
donde Xs7=A, S 0 Q; X55=G 0 S; Xs50=S, K 0 L; Xg0=T 0 Y, y donde la HVR-H3
sequence comprende la secuencia de aminoacidos GPFXgPWVMDY (SEC ID
NO: 70) , donde Xg1=S 0 Y.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende por lo menos una
secuencia seleccionada entre HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, donde HVR-L1
. comprende la secuencia de aminoacidos RASQSVSSAVA (SEC ID NO: 35),
- donde HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos X{sASX1sLYS (SEC ID
. NO: 41), donde X15=S, W 0 Y y X16=S 0 W, y donde HVR-L3 comprende la
'. secuencia de aminoacidos QQYSYSPFT (SEC ID NO: 40).

En ciertas realizaciones, cualquiera o mas aminoacidos de un anticuerpo
" anti-BACE1, segun lo proporcionado, anteriormente se sustituyen en las
' siguientes posiciones de HVR:

| en HVR-H1 (SEC ID NO: 26): posiciones 5y 8;

en HVR-L1 (SEC ID NO: 17): posiciones 5, 7, 8, 9 y 10;

en HVR-L2 (SEC ID NO: 18): posicion 1 o HVR-L2 (SEC ID NO: 41)
‘posiciones 1y 4;y
| en HVR-L3 (SEC ID NO: 19): posiciones 3,4, 5,6,7y 8.

En ciertas realizaciones, las sustituciones son sustituciones conservadoras,
Isegun lo proporcionado en la presente invencion. En ciertas realizaciones,
'g:ualquiera 0 mas de las siguientes sustituciones puede realizarse en cualquier
combinacion:

( en HVR-H1 (SEC ID NO: 26): serina o leucina en posicién 5 y alanina o
glicina en posicién 8;

'. en HVR-L1 (SEC ID NO: 17): acido aspartico o valina en posicion 5; serina
o alanina en posicién 7; treonina o asparagina en posicién 8: serina o alanina en
h,osicién 9 y valina o leucina en posicion 10;

en HVR-L2 (SEC ID NO: 18): serina o leucina en posicion 1 0 HVR-L2
(SEC ID NO: 41) serina, tirosina o triptofano en posicién 1 o tirosina, serina o
triptofano en posicion 4; y
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en HVR-L3 (SEC ID NO: 19): serina, fenilalanina, glicina, acido aspartico o
tirosina en posicibn 3; tirosina o prolina en posicién 4, serina, alanina, treonina o
asparagina en po#icién 5, tirosina, treonina, acido aspartico o serina en posicion 6,
acido aspartico, serina, prolina o leucina en posiciéon 7 y prolina o treonina en
posicion 8. ‘.

En ciertas realizaciones, las sustituciones son sustituciones conservadoras,
segun lo propor&ionado en esta invencion. En ciertas realizaciones, puede
realizarse cualquliera 0 mas de las siguientes sustituciones en cualquier
combinacioén: '

en HVR-H1.(SEC ID NO: 26): S5L y A8G;

en HVR-L1 (SEC ID NO: 17): D5V; S7A; T8N; S9A y V10L;

en HVR-L2 (SEC ID NO: 18): S1L o HVR-L2 (SEC ID NO: 41) posiciones
S1WoYyS4w;y"

en HVR-L3 (SEC ID NO: 19): posiciones S3F, G, Do YI; Y4P, S o A; T5N;
T6Y,D o S; P7Ly P8T.

En ciertas réalizaciones, cualquiera o mas aminoacidos de un anticuerpo
anti-BACE1, segurll'l lo proporcionado, anteriormente son sustituidos en las
siguientes posicionés de HVR:

en HVR-H1 (SEC ID NO: 120): posiciones 2, 3,5,86,7y 8;

en HVR-H2 (SEC ID NO: 121): posiciones 1, 2,6, 7, 9, 10,y 11;

en HVR-H3 (SEC ID NO: 122) posiciones 1, 3,4, 5,6,7,y 8

en HVR-L1 (SEC ID NO: 42): posiciones 5, 7, 8, 9y 10;

en HVR-L2 (SEC ID NO: 118): posicion 1,4,5y 7; y

en HVR-L3 (SEC ID NO: 119): posiciones 3,4, 5,6,7y 8.

En ciertas realizaciones, las sustituciones son sustituciones conservadoras,
segun lo proporcionaao en esta invencion.

Las combinacibnes posibles de las sustituciones antes mencionadas son
abarcadas por las sécuencias de consenso de SEC ID NO: 4247 y 118-122
segun lo descrito con énterioridad.

En cualquiera de las realizaciones antes mencionadas, un anticuerpo anti—
BACE1 es humanizado. En una realizacién, un anticuerpo anti-BACE1
comprende HVRs como en cualquiera de las realizaciones antes mencionadas y
comprende ademas una estructura humana aceptora, por ej., una estructura de
inmunoglobulina humana 0 una estructura de consenso humana. En otra
realizaciéon, un anticuel‘rpo anti-BACE1 comprende HVRs como en cualquiera de

las realizaciones antes mencionadas y comprende ademas una VH o VL que
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comprendle una secuencia FR1, FR2, FR3, o FR4 de SEC ID NO: 1-6, 20, 21, 27,
31-34, 802—98 y 99-117.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-BACE1 comprende una secuencia de
dominio variable de cadena pesada (VH) que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con la
secuenciaide aminoacidos seleccionada entre SEC ID NO: 20, 21, 27 y 80-98. En
ciertas realizaciones, una secuencia VH que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%{, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad contiene sustituciones (por
el., sustitullciones conservadoras), inserciones, o deleciones con relacion a la
secuencia de referencia, pro un anticuerpo anti-BACE1 que comprende esa
secuencia, retiene la capacidad de unirse a BACE1 y/o de inhibir o reducir la
actividad de BACE1. En ciertas realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos han
sido sustitdidos, insertados y/o delecionados en SEC ID NO: 20, 21, 27 y 80-98. |
En ciertas realizaciones, las sustituciones, inserciones o deleciones se producen
en regiones fuera de las HVRs (es decir, en las FRs). Opcionalmente, el
anticuerpo anti~BACE1 comprende la secuencia de VH en SEC ID NO: 20, 21, 27
o 80-98, inllcluyendo las modificaciones post—traducciéon de esa secuencia. En una
realizacion en particular, la VH comprende una, dos o tres HVRs seleccionadas
entre: (a) HYR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
22, 23, 26, QS, 45,68, 71,72, 73 0 120, (b) HVR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéqidos de SEC ID NO: 24, 29, 46, 69, 74, 75, 76, 77, 78 0 121, y (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 25, 30, 47,
70,79 0 122.

En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo anti-BACE1 que
comprende Ilpor lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas
entre la (a) HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos en las
Figuras 1(B), 2(B) y 24(A); (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de
aminoacidos en las Figuras 1(B), 2(B) y 24(B); (c) HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos en las Figuras 1(B), 2(B) y 24(C); (d) HVR-L1 que
comprende Una secuencia de aminoacidos en las Figuras 1(A), 2(A) y 23(A); (e)
HVR-L2 qué comprende una secuencia de aminoacidos en las Figuras 1(A), 2(A)
y 23(B); y (f) HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos en las
Figuras 1(A) y 2(A) y 23(C).

En otfo aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-BACE1, donde el
anticuerpo comprende un dominio variable de cadena liviana (VL) que tiene por lo
menos 90%,‘.‘91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de
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identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC
1D NO: 1-6, 31-34 y 99-117. En ciertas realizaciones, una secuencia de VL que
. tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de
identidad contiene sustituciones (por gj., sustituciones conservadoras), inserciones
. o deleciones con relacion a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti—

: BACE1 que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse a BACE1 y/o

, de inhibir o reducir la actividad de BACE1. En ciertas realizaciones, un total de 1 a
. 10 aminoacidos han sido sustituidos, insertados y/o delecionados en SEC ID NO:
.1-6, 31-34 y 99-117. En ciertas realizaciones, las sustituciones, inserciones, o
.deleciones se producen en regiones fuera de las HVRs (es decir, en las FRs).
lOpc;onaImente el anticuerpo anti-BACE1 comprende la secuencia de VL en SEC
ID NO: 1-6, 31-34 0 99-117, incluyendo las modificaciones pos—traduccién de
esa secuencia. En una realizacion en particular, la VL comprende una, dos o tres

HVRs seleccionadas entre (@) HVR-L1 que comprende la secuencia de
ammoamdos de SEC ID NO: 7, 8, 17, 35 0 42; (b) HVR-L2 que comprende la
secuenma de aminoacidos de SEC ID NO: 9, 10, 18, 36-39, 41, 43 y 56, 58-64 o

1:18, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO:
- 11-16, 19, 40, 44, 57, 65, 66, 67 0 119.

‘ En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-BACE1, donde el
ahticuerpo comprende un VH como en cualquiera de las realizaciones
pfoporcionadas anteriormente, y un VL como en cualquiera de las realizaciones
prlpporcionadas anteriormente. En una realizacion, el anticuerpo comprende las
secuencias de VH y VL en SEC ID NO: 21 y SEC ID NO: 2, respectivamente,
incluyendo las modificaciones post—traduccién de aquellas secuencias.

. Enun aspecto adicional, la invencién proporciona un anticuerpo que se une
al mlsmo epitopo que un anticuerpo anti-BACE1 proporcionado en la presente
invencion. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo
que se une al mismo epitopo que un anticuerpo anti-BACE1 gue comprende una
secuencia de VH seleccionada entre SEC ID NO: 20, 21, 27 y 80-98 y una
secuencia de VL seleccionada entre SEC ID NO: 1-6, 31-34 y 99-117. En
CIertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo
que 'un anticuerpo anti-BACE1 que comprende las secuencias de VH y VL en
SEC'ID NO: 21y SEC ID NO: 2, respectivamente.

. En ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a un
epitopo dentro de BACE1 que comprende por lo menos uno, por lo menos dos,

por lo menos tres, por lo menos cuatro, por lo menos cinco, por lo menos seis, por
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lo menos siete, por lo menos ocho, por lo menos nueve aminoacido(s) los cuales
corresponden a los aminoacidos 314 SER, 316 GLU, 317 LYS, 318 PHE, 319
PRO, 327 GLN, 328 LEU, 329 VAL, 330 CYS, 331 TRP, 332 GLN, 333 ALA, 335
THR, 337 PRO, 340 ILE, 375 THR, 378 ASP, 380 CYS, 426 PHE de SEC ID NO:
49.
En ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a un

- epitopo dentro de BACE1 que comprende por lo menos uno, por lo menos dos,
por lo menos tres, por lo menos cuatro, por lo menos cinco, por lo menos seis, por
. lo menos siete, por lo menos ocho, por lo menos nueve aminoacido(s) los cuales
3 corresponden a los aminoacidos 314 SER; 316 GLU: 317 LYS; 327 GLN; 330
I";CYS; 331 TRP; 332 GLN; 335 THR; y 378 ASP de SEC ID NO: 49. En otras
realizaciones el epitopo conformacional comprende aminoacidos los cuales
.corresponden a 314 SER; 316 GLU: 317 LYS; 327 GLN; 330 CYS; 331 TRP; 332
I'.GLN; 335 THR; y 378 ASP de SEC ID NO: 49. Se apreciara que los aminoacidos
'identificados en el epitopo de BACE1 corresponden a la secuencia de la isoforma
A de BACE1 humana. Sin embargo, el epitopo conformacional de BACE1 descrito
fambién abarca los aminoacidos correspondientes en otras variantes e isoformas
de BACE1 y el epitopo puede incluir a los aminoacidos gue no son los residuos
especificados.

| En ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a un
epitopo dentro de BACE1 que comprende por lo menos una, por lo menos dos o
pér lo menos tres region(es) de aminoacidos de BACE1 que corresponden a los
arﬁinoécidos 315-318 de SEC ID NO: 49; aminoacidos 331-335 de SEC ID NO:
49:; aminoacidos 370-381 de SEC ID NO: 49; o cualquier combinacién de los
miémos. En una realizacion, el anticuerpo se une a un epitopo de BACE1 que
cor%nprende los aminoacidos 315-318, 331-335 y 370-381 de SEC ID NO: 49.

" En ofra realizacién se proporciona un anticuerpo que se une a un epitopo
dentro de BACE1 lo cual da como resultado un cambio conformacional en los
sitiolﬂ‘s P6 y/o P7 (Turner et al., Biochemistry 44:105-112 (2005)) de BACE1 Iuégo
de Ié union relativa a BACE1 sin el anticuerpo unido. En una realizacion adicional,
se p;‘roporciona un anticuerpo que se une a un epitopo de BACE1 lo cual induce a
que ",Ios aminodacidos 218-231 de SEC ID NO: 49 de BACE1 adopten una
estrdptura de lazo aleatoria. Aminoacidos 218-231 de SEC ID NO: 49 de BACE1

existen en una estructura de hélice o en el complejo unido al sustrato.
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En I“otra realizacion, se proporciona un anticuerpo que se une a un sitio
dentro de BACE1 segun lo indicado en las Figuras 14 y 15 y segun lo descrito en
la estructura cristalina de BACE1 y el anticuerpo anti-BACE1, YW412.8.31
(Ejemplo 3|(B)).

En étras realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a un
exositio dentro de BACE1. En una realizacion, el exositio dentro de BACE1 es el
mismo exoéitio que aquel identificado por Kornacker et al., Biochem. 44:11567—~
11573 (2005). En una realizacion, se proporciona un anticuerpo que compite con
los péptidos identificados en Kornacker et al., Biochem. 44:11567—11573 (2005),
dicho docurﬁento se incorpora a la presente como referencia en su totalidad, (es
decir, Péptidos 1,2, 3, 1-11, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 2-12, 3-12, 4-12, 5-12,
6-12, 7-12, 8-12, 9-12, 10-12, 4, 5, 6, 5-10, 5-9, Y5A, P6A, Y7A, F8A, 19A,
P10Ay L11A) para la unién a BACE1.

En otra realizacién, se proporciona un anticuerpo que compite por la union -
(por €j., se une al mismo epitopo) como cualquier anticuerpo anti—-BACE1 descrito
en esta invencién.

En un. aspecto adicional de la invencién, un anticuerpo anti-BACE1 de
acuerdo con cualquiera de las realizaciones antes mencionadas es un anticuerpo
monoclonal, ihcluyendo un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En una
realizacion, un anticuerpo anti-BACE1 es un fragmento de anticuerpo, por ej., un
Fv, Fab, Fab’, scFv, diacuerpo, o fragmento F(ab’),. En otra realizacion, el
anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa, por ej., un anticuerpo 1gG1
intacto u otra clase o isotipo de anticuerpo segun lo definido en esta invencién.

En un I‘-‘aspecto adicional, un anticuerpo anti-BACE1 de acuerdo con
cualquiera de I'Ias realizaciones antes mencionadas puede incorporar cualquiera de
las caracterist'icas, individualmente o en combinacion, segun lo descrito en las
Secciones 1—7'.‘a continuacion:

1. Afinidad de Anticuerpo

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta invencion
tiene una consiante de disociaciéon (Kd) de < 1uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM,
<0.1 nM, < 0.0ﬁ nM, 0 <0.001 nM (por ej. 10° M o menos, por ej. entre 10 My
107"° M, por ej.,.entre 10°My 1073 m).

En una ':realizacic’m, Kd se mide por un ensayo de union al antigeno
radioetiquetado'i(RlA, por sus siglas en inglés) realizado con la versién Fab de un
anticuerpo de interés y su antigeno segun lo descrito por el siguiente ensayo. La

afinidad de uniéh en solucién de Fabs para el antigeno se mide equilibrando Fab
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con una concentracion minima de antigeno ('*°l)—etiquetado en presencia de una
serie de titulacion de antigeno no etiquetado, luego capturando antigeno unido con -
una placa recubierta con anticuerpo anti—Fab (ver, por ej., Chen et al., J. Mol. Biol.
293:865—88h(1999)). Para establecer las condiciones para el ensayo, se recubren
placas de rrl,u'JItipIes pocillos MICROTITER® (Thermo Scientific) durante toda la
noche con 5 Hg/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) en
carbonato scl'ydico 50 mM (pH 9.6), y posteriormente bloqueado con 2% (p/v) de
seroalbuminé bovina en PBS durante dos a cinco horas a temperatura ambiente
(aproximadarﬂnente 23°C). En una placa no adsorbente (Nunc #269620), se
mezcla 100 pM o 26 pM de ['%I]-antigeno con diluciones seriadas de un Fab de
interés (por ej consistente con la evaluacion del anticuerpo anti-VEGF, Fab—12,
en Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). El Fab de interés es luego
incubado durante toda la noche; sin embargo, la incubacion puede continuar
durante un pé‘riodo mas largo (por ej., aproximadamente 65 horas) para asegurar
que se alcanz',a el equilibrio. A continuacion, las mezclas se transfieren a la placa
de captura pélra incubacion a temperatura ambiente (por ej., durante una hora).
Luego, la solucién se elimina y la placa se lava ocho veces con 0,1% polisorbato
20 (TWEEN—20®) en PBS. Cuando las placas se han secado, se agregan 150
ul/pocillo de aéente de centelleo (MICROSCINT-20 ™: Packard), y las placas se
cuentan en un| contador gamma TOPCOUNT ™ (Packard) durante diez minutos.
Las concentraciones de cada Fab que dan menos de o igual a 20% de uni6n
maxima se seléccionan para utilizar en ensayos de unién competitivos.

De acuerdo con otra realizacion, Kd se mide empleando ensayos de
resonancia de ﬁlasmén superficial empleando un BIACORE®-2000 o un BIACORE
®_3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C con chips CM5 de antigeno
inmovilizado a '~10 unidades de respuesta (RU, por sus siglas en inglés).
Brevemente, se activa chips de biosensores de dextrano carboximetilado (CM5,
BIACORE, Inc.) con N—etil-N— (3—dimetilaminopropil)—carbodiimida clorhidrato
(EDC) y N—hidilroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. El antigeno se diluye con acetato sodico 10 mM, pH 4.8, a 5 ug/mi
(~0,2 uM) antes de la inyeccion a una velocidad de flujo de 5 pl/minuto para lograr
aproximadamenté 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Luego de
la inyeccion de antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear grupos sin
reaccionar. Para}las mediciones de la cinética, se inyectan diluciones seriadas
dobles de Fab (0;78 nM a 500 nM) en PBS con 0.05% del surfacfante polisorbato
20 (TWEEN—ZOTM) (PBST) a 25°C a una velocidad de flujo de aproximadamente



50 -

25 pil/min. Se calculan los indices de asociacion (kgp) ¥ los indices de disociacion
(koff) empleando un modelo de unién Langmuir uno a uno simple (BIACORE ®

Evaluation Software version 3.2) mediante ajuste simultaneo de los sensogramas
de asociacion y disociacion. La constante de disociacién en equilibrio (Kd) se

calcuia como la relacion kefffkon. Ver, por ej., Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865—

881 (1999). Si el indice on (encendido) excede 106 M1 s~1 por el ensayo de
resonéncia de plasmén superficial antes mencionado, entonces el indice on
(encehdido) puede ser determinado empleando una técnica de templado
quoresl‘lcente que mide el aumento o disminucién de la intensidad de las emisiones

de quQrescencia (excitacion = 295 nm; emision = 340 nm, 16 nm pase de banda) a

250C de un anticuerpo anti~antigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7.2, en
presenbia de concentraciones en aumento de antigeno segun lo medido en un
espectﬁémetro, tal como un espectrometro equipado con paro de flujo (“stop—flow”)
(Aviv Illnstruments) o un espectrofotémetro serie 8000 SLM-AMINCO ™
(ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

2 Fragmentos de Anticuerpos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta invencion es
un fragrijento de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo incluyen, aunque sin
Iimitarse}a, fragmentos Fab, Fab’, Fab’~SH, F(ab’),, Fv, y scFv, y otros fragmentos
descritosl‘; mas adelante. Para una revision de ciertos fragmentos de anticuerpo, ver
Hudson ef al. Nat. Med. 9:129-134 (2003). Para una revision de fragmentos scFv,
ver, por ej Pluckthin, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113,
Rosenbufg y Moore eds., (Springer—Verlag, Nueva York), pp. 269-315 (1994); ver
ademas WO 93/16185; y Patentes Estadounidenses Nos. 5.571.894 y 5.587.458.
Para unal‘zdescripcién de fragmentos Fab y F(ab'), que comprenden residuos de
epitopo dé unién al receptor de rescate y con vida Util in vivo aumentada, ver la
Patente Estadounidense No. 5.869.046.

Losﬂ diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién al
antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos. Ver, por ejemplo, EP 404,097:
WO 1993/61161; Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003); y Hollinger et al.,
Proc. Natl. }Acad. Sci. USA 90: 64446448 (1993). Los triacuerpos y tetracuerpos
son tambiéh descritos en Hudson ef al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Los Eanticuerpos de dominio uUnico son fragmentos de anticuerpo que
comprenden la totalidad o una porcién del dominio variable de cadena pesada o Ia

totalidad o una porcién del dominio variable de cadena liviana de un anticuerpo.



-51-

;;En ciertas realizaciones, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de
dominio Unico humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; ver, por ej., Patente
Estadounidense No. 6.248.516 B1).

| Los fragmentos de anticuerpo pueden ser preparados por diversas técnicas,
incluyendo aunque sin limitarse a digestion proteolitica de un anticuerpo intacto asi
como también produccion mediante células huésped recombinantes (por ej. E. coli
0 fago), segln lo descrito en esta invencion.

| 3. Anticuerpos Quiméricos y Humanizados

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
ihvencién es un anticuerpo quimérico. Ciertos anticuerpos quiméricos son
descritos, por ej., en la Patente Estadounidense No. 4.816.567; y Morrison et al.,
P}oc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo
quimérico comprende una regién variable no humana (por ej., una region variable
dérivada de un raton, rata, hamster, conejo, o primate no humano, tal como un
mbno) y una regién constante humana. En un ejemplo adicional, un anticuerpo
quimerico es un anticuerpo “de cambio de clase” en el cual la clase o subclase ha

| sido cambiada de aquella del anticuerpo progenitor. Los anticuerpos quiméricos
inéluyen sus fragmentos de union al antigeno.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo
humanizado. Tipicamente, un anticuerpo no humano es humanizado para reducir
la inmunogenicidad a seres humanos, reteniendo al mismo tiempo la especificidad
y la afinidad del anticuerpo no humano progenitor. En general, un anticuerpo
humanizado comprende uno o mas dominios variables en los cuales HVRs, por
ej., CDRs, (o sus porciones) son derivadas de un anticuerpo no humano y FRs (o
susllporciones) son derivadas de secuencias de anticuerpo humano. Un anticuerpo
humanizado opcionalmente también comprendera por lo menos una porcién de
una‘llregién constante humana. En algunas realizaciones, algunos residuos de FR
en un anticuerpo humanizado son sustituidos con residuos correspondientes de un
anti(%uerpo no humano (por ej., el anticuerpo del cual derivan los residuos de
HVR), por ej., para restaurar o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

~ Los anticuerpos humanizados y métodos para su preparacién son
revisédos, por gj., en Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008), y
son adicionalmente descritos, por ej., en Riechmann et al., Nature 332:323-329
(1983); Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); Patentes
Estadounidenses Nos. 5. 821.337, 7.527.791, 6.982.321, y 7.087.409; Kashmiri et
al., Methods 36:25-34 (2005) (que describe injerto de SDR (a—CDR)); Padlan,
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Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (que describe “resurfacing”
(“resuperﬁciaIiiacién”); Dall’Acqua et al., Methods 36:43-60 (2005) (que describe
“FR shuffling” k“barajado de FR2)); y Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) y
Klimka et al., Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000) (que describe el método de
“seleccidn guiada” al barajado de FR).

Las regibnes de estructura humanas que pueden emplearse para la
humanizaciéon incluyen aunque sin limitarse a: regiones de estructura
seleccionadas empleando el método "best-fit" (ver, por ej., Sims et al. J. Immunol.
1561:2296 (1993)5; regiones de estructura derivadas de la secuencia de consenso
de anticuerpos humanos de un subgrupo en particular de regiones variables de
cadena liviana o'a_‘pesada (ver, por ej., Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4285 (1992); y Presta et al. J. Immunol., 151:2623 (1993)); regiones de
estructura maduré{s (somaticamente mutadas) humanas o regiones de estructura
de linea germinal'z_ humanas (ver, por ej., Almagro y Fransson, Front. Biosci.
13:1619-1633 (20"_08)); y regiones de estructura derivadas del screening de
genotecas de FR (véase, por ej, Baca et al., J. Biol. Chem. 272:10678—10684
(1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

4. Anticuerpbs Humanos

En ciertas réalizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
invencién es un ar"-)ticuerpo humano. Los anticuerpos humanos pueden ser
producidos empleando diversas técnicas conocidas en el arte. Los anticuerpos
humanos son descrités en términos generales en van Dijk y van de Winkel, Curr.
Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) y Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450—459
(2008). .

Los anticuerpé;s humanos pueden ser preparados mediante la
administracion de un in'lmunégeno a un animal transgénico que ha sido modificado
para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones
variables humanas como respuesta al desafio antigénico. Ese tipo de animales
tipicamente contiene Ia'}totalidad 0 una porcion de los sitios de inmunoglobulina |
humana, los cuales reerhplazan a los sitios de inmunoglobulina endégenos, o los
cuales estan presentes'} extracromosdmicamente o integrados al azar en los
cromosomas del animal. En ese tipo de ratones transgénicos, los sitios de
inmunoglobulina enddgenos han sido generalmente inactivados. Para una revision
de los métodos para ipbtener anticuerpos humanos a partir de animales
transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Ver ademas,
por ej., Patentes Estadouﬁidenses Nos. 6.075.181 y 6.150.584 que describen la
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tecnologia XENOMOUSETM; Patente Estadounidense No. 5.770.429 que describe
la tecnologia |‘1||U‘MAB®; Patente Estadounidense No. 7.041.870 que describe la
tecnologia K—M'}MOUSE®, y Publicacion de Solicitud de Patente Estadounidense |
No. US 2007/00}61900, que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones
variables humarfgs de anticuerpos intactos generados mediante dichos animales
pueden ser adicionalmente modificadas, por ef., combinando con una regién
constante humana diferente.

Los antichrpos humanos también pueden ser preparados mediante
metodos basadosﬁ en hibridoma. Se han descrito lineas celulares de mieloma
humano y heteromieloma de ratén— humano para la produccién de anticuerpos
monoclonales hurrilanos. (Vease, por ej., Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984);
Brodeur ef al., Mohoclona/ Antibody Production Techniques y Applications, pp. 51—
63 (Marcel Dekker, }Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et al., J. Immunol., 147: 86
(1991).) Los antiCuerpos humanos generados por medio de tecnologia de
hibridoma de célulé_s B humano son descritos también en Li et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 103:3557—-3562 (2006). Métodos adicionales incluyen aquellos
descritos, por ejempl@, en la Patente Estadounidense No. 7.189.826 (que describe
la produccion de anticuerpos IgM humana monoclonales de lineas celulares de
hibridoma) y Ni, Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (que describe
hibridomas humanos—% humanos). La tecnologia de hibridoma humano (tecnologia
Trioma) es también déscrita en Vollmers y Brandlein, Histology y Histopathology,
20(3):927-937 (2005) y Volimers y Brandlein, Methods y Findings in Experimental
y Clinical Pharmacologi/, 27(3):185-91 (2005).

Los anticuerpoé humanos también pueden ser generados aislando
secuencias de dominios variables del clon Fv seleccionadas de genotecas de
exhibicién de fagos derivadas de humanos. Dichas secuencias de dominio variable
pueden luego combinérse con un dominio constante humano deseado. A
continuacion se describéln tecnicas para la seleccion de anticuerpos humanos de
genotecas de anticuerpoé.

5. Anticuerpos Dérivados de Genotecas

Los anticuerpos de"._ la invencion pueden ser aislados mediante el s‘creening
de genotecas combinato"‘.‘riales para anticuerpos con la actividad deseada o
actividades deseadas. Pbr ejemplo, se conoce en la técnica una variedad de
métodos para generar ger"potecas de exhibicién de fagos y screening de dichas
genotecas para anticuerpds que poseen las caracteristicas de unién deseadas.
Dichos métodos son revisé;\dos, por ej., en Hoogenboom et al. en Methods in
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Mo/ecufar Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y
adicionailmente descritos, por ef., en the McCafferty et al., Nature 348:552-554;
Clacksoh et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581
597 (1992); Marks y Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo,
ed., Hurﬁan Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310
(2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl.
Acad. Scf. USA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods
284(1—2):;: 119-132(2004).

En";cier’tos métodos de exhibicién de fagos, repertorios de genes VH y VL
son clonados por separado mediante reaccién en cadena de polimerasa (PCR) y
son recorﬁbinados al azar en genotecas de fagos, que luego pueden ser
seleccionados para fagos de union al antigeno segun lo descrito en Winter et al.,
Ann. Rev. :lmmunol., 12: 433455 (1994). El fago tipicamente exhibe fragmentos
de anticuefpos, ya sea como fragmentos Fv (scFv) de cadena dnica o como
fragmentos‘} Fab. Las genotecas de fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos
de alta afinil",‘dad contra el inmundgeno sin el requerimiento de construir hibridomas.
Alternativarhente, el repertorio “naive” (no tratado) puede ser clonado (por ej., de
humano) para proporcionar una sola fuente de anticuerpos contra un amplio rango
de no autoé,ntigenos y tambieén autoantigenos sin inmunizacion alguna segun lo
descrito poﬁ Griffiths ef al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Finalmente, las
genotecas  naive también pueden ser preparadas sintéticamente clonando
segmentos dé gen en V no reordenados de células madre, y utilizando cebadores
de PCR que contienen secuencia al azar para codificar las regiones CDR3
altamente valr,iables y para lograr reordenamiento in vitro, segun lo descrito por
Hoogenboom '-Ly Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Las publicaciones de
patentes que describen genotecas con fagos de anticuerpos humanos incluyen,
por ejemplo: Patente Estadounidense No. 5.75—0.373, y Publicaciones de Patentes .
Estadounidens:‘es Nos.  2005/0079574,  2005/0119455,  2005/0266000,
2007/01 17126,:‘,‘ 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936, y 2009/0002360.

Los anti":cuerpos o fragmentos de anticuerpos aislados de genotecas de
anticuerpos humanos se consideran anticuerpos humanos o fragmentos de
anticuerpos hurﬁanos en esta invencion.

6. Anticderpos Multiespecificos

En ciertés realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
invencion es un '-Ianticuerpo multiespecifico, por ej. un anticuerpo biespecifico. Los

anticuerpos  multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen
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espeéificidades de unién para por lo menos dos sitios diferentes. En ciertas
realizéciones, una de las especificidades de unién es para BACE1 y la otra es
para ﬂc‘ualquier otro antigeno. En ciertas realizaciones, los anticuerpos
biespé‘gcificos pueden unirse a dos epitopos diferentes de BACE1. Los anticuerpos
biespecificos también pueden ser empleados para localizar agentes citotdxicos a
célulaé que expresan BACE1. Los anticuerpos biespecificos pueden ser
preparédos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, aunque
sin limitarse a, la coexpresion recombinante de dos pares de cadena pesada—
cadenal‘i liviana de inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (ver
Milstein} y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), WO 93/08829, y Traunecker et al.,
EMBO J 10: 3655 (1991)), y ingenieria “knob-in—hole” (“perilla en el agujero”)
(véase,' por ej., Patente Estadounidense No. 5.731.168). Los anticuerpos
multiesp"ecificos también pueden ser preparados mediante efectos de direccion
electrosfética por ingenieria genética para preparar moléculas Fc—heterodiméricas
de anticuerpos (WO 2009/089004A1); entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos
o fragmeﬂntos (véase, por ej., Patente Estadounidense No. 4.676.980, y Brennan et
al., Scieﬁce, 229: 81 (1985)); uso de cierres de leucina para producir anticuerpos
biespecificos (véase, por ej., Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553
(1992)); uso de tecnologia de "diacuerpos” para preparar fragmentos de
anticuerpbs biespecificos (véase, por ej., Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:6444-6448 (1993)); y uso de dimeros de Fc de una sola cadena (sFv)
(ver, por;.ej. Gruber et al, J. Immunol., 152:5368 (1994)); y preparaciéon de
anticuerpd‘s triespecificos segln lo descrito, por ej., en Tutt ef al. J. Immunol. 147:
60 (1991).

Los'-anticuerpos construidos por técnicas de ingenieria genética con tres o
mas sitios I:de unién al antigeno funcionales, incluyendo “anticuerpos Pulpo” son
también incl;luidos en esta invencion (ver, por ej. US 2006/0025576A1).

El anticuerpo o fragmento del mismo también incluye un “Fab de doble
accion” o “DAF” que comprende un sitio de unién al antigeno que se une a BACE1
asi como también otro, antigeno diferente (ver, US 2008/0069820, por ejemplo).

7. Variantes de Anticuerpos

En ciertas realizaciones, se contemplan variantes de secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos proporcionados en esta invencién. Por ejemplo,
puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biolégicas

del anticuerpo. Las variantes de secuencias de aminoacidos de un anticuerpo
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pueden Qrepararse introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia
nucleotidi:¢a que codifica el anticuerpo o por sintesis peptidica. Dichas
modificacibnes incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en y/o
sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo.
Cualquier combinacion de delecion, insercion y sustitucion puede realizarse para |
arribar a i_‘a construccion final, siempre que la construccion final posea las

caracteristicas deseadas, por ej., unién al antigeno.

a) Vé_riantes de Sustitucién, Insercién y Delecion

En cllliertas realizaciones, se proporcionan variantes de anticuerpos que
tienen una ‘0 mas sustituciones de aminoacidos. Los sitios de interés para la
mutagenesis sustitucional incluyen las HVRs y FRs. Las sustituciones
conservadorés se muestran en la Tabla 1 bajo el encabezamiento “sustituciones
conservadorés”. Mas cambios sustanciales son proporcionados en la Tabla 1 bajo
el encabezarhiento “sustituciones ejemplares” y segun lo descrito adicionalmente
mas adelante con referencia a clases de cadenas laterales de aminoacidos. Las
sustituciones de aminoacidos pueden ser introducidas en un anticuerpo de interés
y los productos seleccionados para una actividad deseada, por ej, union al
antigeno reterﬁida/ mejorada, disminucién de inmunogenicidad, o ADCC o CDC
mejorada.

TABLA 1
Residuo : Sustituciones Sustituciones
Original Ejemplares Preferidas
Ala (A) '. Val; Leu; lle Val
Arg (R) . : Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) Glin; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) | Glu; Asn Glu
Cys (C) '_ Ser; Ala Ser
GIn (Q) | Asn; Glu Asn
Glu (E) 'g Asp: GIn Asp
Gly (G) — [Ala Ala
His (H) _ Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle () E Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucine Leu
Leu (L) ‘1 Norleucine; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
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Residud Sustituciones Sustituciones
Originall"; Ejemplares Preferidas
Lys (K) Arg; GIh;Asn Arg

Met (M) Leu; Phe; lle Leu

Phe (F) :.‘ Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr

Pro (P) . Ala Ala

Ser (S) | Thr : Thr

Thi (D Val; Ser Ser

Trp (W) Tyr; Phe Tyr

Tyr(Y) Trp; Phe; Thr; Ser | Phe

Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los '-‘aminoécidos pueden ser agrupados de acuerdo con propiedades de
cadena lateral comunes:
'- (1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Levu, lie;
I? (2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;
(3) acidos: Asp, Glu;
- (4) basicos: His, Lys, Arg;
- (5) residuos que influyen sobre la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
. (6) aromaticis: Trp, Tyr, Phe.

Las $ustituciones no conservadoras abarcaran el intercambio de un
miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante sustitucional involucra sustituir uno o mas residuos de
region hipewériable de un anticuerpo progenitor (por ej. un anticuerpo humanizado
o humano). En general, la o las variantes resultantes seleccionadas para estudio
adicional ten"‘drén modificaciones (por ej., mejoras) en ciertas propiedades
biolégicas (pbr ej., mayor afinidad, menor inmunogenicidad) con relaciéon al
anticuerpo prégenitor y/o tendran ciertas propiedades biolégicas sustancialmente
retenidas dell‘:anticuerpo progenitor. Una variante sustitucional ejemplar es un
anticuerpo mal‘:durado por afinidad, el cual puede ser generado convenientemente,
por €j., utilizando técnicas de maduracion por afinidad basadas en exhibicion de
fagos tales como aquellas descritas en la presente invencién. Resumidamente,

uno o mas residuos de HVR son mutados y los anticerpos variantes exhibidos
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sobre fago y seleccionados para una actividad biolégica en particular (por ej.
afinidad de union).

Pueden realizarse alteraciones (por ej., sustituciones) en HVRs, por .,
para mejorar la afinidad de los anticuerpos. Dichas alteraciones pueden realizarse
en “puntos calientes” de HVR, es decir, residuos codificados por codones que
sufren mutacién a elevada frecuencia durante el proceso de maduracion somatica
(véase, por ej., Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), y/o SDRs
. (a—CDRs), analizandose VH o VL variante resultante par afinidad de union. La
I: maduracién por afinidad construyendo y reseleccionando de genotecas
secundarias ha sido descrita, por ej., en Hoogenboom et al. en Methods in
- Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ,
*(2001).) En algunas realizaciones de maduracién por afinidad, se introduce
/ diversidad en los genes variables seleccionados para maduracion por cualquiera
1, de una variedad de métodos (por ej., PCR con tendencia al error, barajado de
‘cadenas, o mutagénesis dirigida a oligonucleétidos). Luego se crea una genoteca
isecundaria. A continuacion, la genoteca es seleccionada para identificar cualquier
‘:variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro método para introducir |
diversidad involucra métodos dirigidos a HVR., en los cuales diversos residuos de
I;‘HVR (por ej., 46 residuos a la vez) son distribuidos al azar. Los residuos de HVR
involucrados en la union al antigeno pueden ser especificamente identificados, por
éj., utilizando mutagénesis o modelado por exploracién de alanina. CDR-H3 y
CDR-L3 en particular son a menudo tomados como objetivos.

En ciertas realizaciones, pueden ocurrir sustituciones, inserciones o
de‘leciones dentro de una o mas HVRs siempre y cuando dichas alteraciones no
réduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo de unirse al antigeno. Por
ejemplo, pueden realizarse en HVRs alteraciones conservadoras (por ej.,
sustituciones conservadoras segun lo proporcionado en esta invencién) que no
réducen sustancialmente la afinidad de unién. Dichas alteraciones pueden ser
fu"‘era de los “puntos calientes” de la HVR o SDRs. En ciertas realizaciones de las
sécuenCias VH y VL variantes proporcionadas anteriormente, cada HVR es
inélterada, 0 no contiene mas de una, dos o tres sustituciones de aminoacidos.

Un método util para la identificacion de residuos o regiones de un
aniicuerpo que puede ser buscado para mutagénesis se denomina "mutagénesis
coh barrido de alanina" segun lo descrito por Cunningham y Wells (1989) Science,
24?}:1081—1 085. En este método, un residuo o grupo de residuos objetivo (por €/,

residuos cargados tales como Arg, Asp, His, Lys, y Glu) son identificados y
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" reemplazados por un aminoacido neutro o cargado negativamente (por ej., alanina
o polialanina) para determinar si la interaccion del anticuerpo con el antigeno es
' afectada. Pueden introducirse sustituciones adicionales en los sitios de

' aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones iniciales.

' Alternativamente, o adicionalmente, una estructura cristalina de un complejo
: antigeno— anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el
: antigeno. Dichos residuos de contacto y residuos lindantes pueden ser buscados
. como objetivo o eliminados como candidatos para sustitucion. Las variantes
: pueden ser seleccionadas para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones de
‘termlnal amino— y/o carboxilo que oscilan en longitud desde un residuo hasta
‘pollpeptldos que contienen cien residuos o mas, asi como también inserciones
Jintrasecuencia de residuos de aminoacidos Unicos o multiples. Ejemplos de
inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un residuo metionilo de terminal
'N. Otras variantes insercionales de la molécula de anticuerpo incluyen la fusion al
término N o C del anticuerpo a una enzima (por ej. para ADEPT) o un polipéptido
"el cual aumenta la vida media en suero del anticuerpo.

b) Variantes de glicosilacién

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
invencion es alterado para aumentar o reducir el grado hasta el cual el anticuerpo
es glicosilado. La adicion o delecién de sitios de glicosilacion a un anticuerpo
puede lograrse convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de
modo que se crea o elimina uno o mas sitios de glicosilacién.

Donde el anticuerpo comprende una regién Fc, el carbohidrato unido al
rpismo puede ser alterado. Los anticuerpos nativos producidos mediante células
de mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido ramificado, biantenario que
esta generalmente unido mediante una ligacion N a Asn297 del dominio CH2 de la
régi()n Fc. Veéase, por ej., Wright et al. TIBTECH 15:26-32 (1997). ElI
dligosacérido puede incluir diversos carbohidratos, por ej, manosa, N-acetil
QIucosamina (GlcNAc), galactosa, y acido sialico, asi como también fucosa unida a
u:na GIcNAc en el “tronco” de la estructura del oligosacarido biantenaria. En
a:‘lgunas realizaciones, las modificaciones del oligosacéarido en un anticuerpo de la

invencién pueden realizarse a fin de crear variantes de anticuerpos con ciertas
propiedades mejoradas.

En una realizacién, se proporcionan variantes de anticuerpos que tienen

una estructura de carbohidrato que carece de fucosa unida (directa o
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indirectarﬁ_‘ente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho
anticu,erpd puede ser entre 1% y 80%, entre 1% y 65%, entre 5% y 65% o entre
20% vy 40%. La cantidad de fucosa se determina calculando la cantidad promedio
de fucosa aentro de la cadena de azucar en Asn297, con relacion a la suma de
todas las glicoestructuras unidas a Asn 297 (por ej., estructuras complejas,
hibridas y d,e alto contenido de manosa) segun lo medido por espectrometria de
masas MALDI—TOF, segun lo descrito en WO 2008/077546, por ejemplo. Asn297
se refiere al .'_‘residuo asparagina situado en aproximadamente la posicion 297 en la
region Fc (numeracién Eu de residuos de region Fc); sin embargo, Asn297
también pued_e estar ubicado aproximadamente £ 3 aminoacidos corriente arriba o
corriente abaj",\o de la posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido
a variaciones menores de secuencia en anticuerpos. Dichas variantes de
fucosilacion puede tener funcion de ADCC mejorada. Véase, por ej., Publicaciones
de Patentes "=_ Estadounidenses Nos. US 2003/0157108 (Presta, L.: US
2004/0093621 "'(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos de publicaciones
relacionadas con variantes de anticuerpos “desfucosilados” o “deficientes en
fucosa” incluyé’n: US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US
2003/0115614; us 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US
2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO
2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO2005/053742;
W02002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane—
Ohnuki et al. Bioi_‘ech. Bioeng. 87: 614 (2004). Los ejemplos de lineas celulares
capaces de prodiucir anticuerpos desfucosilados incluyen células Lec13 CHO
deficientes en fucdsilacién proteica (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533~
545 (1986); Sol'l.‘ Pat EEUU No US 2003/0157108 A1, Presta, L; vy
WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente en el Ejemplo 11), y lineas
celulares “knockout'?_’, tales como gen de alfa~1,6—fucosiltransferasa, FUTS, células
CHO “knockout” (véase, por ej., Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614
(2004); Kanda, Y. et al, Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); y
W02003/085107).

Se proporcionan adicionalmente variantes de anticuerpos con
oligosacaridos bisecados, por gj., en las cuales un oligosacarido biantenario unido
a la region Fc del anticuerpo es bisecado mediante GlcNAc. Dichas variantes de
anticuerpos pueden téner fucosilacion reducida y/o funcion de ADCC mejorada.
Ejemplos de dichas :‘._variantes de anticuerpos se describen, por ej, en WO
2003/011878 (Jean—Méiret et al.); Patente Estadounidense No. 6.602.684 (Umana
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et al.); y US:2005/0123546 (Umana et al.). Las variantes de anticuerpos con por lo
menos un résiduo galactosa en el oligosacarido unido a la region Fc también son
'proporcionadas. Dichas variantes de anticuerpos pueden tener una funcién de
CDC mejora']vda. Dichas variantes de anticuerpos son descritas, por e/, en WO
1997/30087 (Patel et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO 1999/22764 (Raju, S.).

c) Variantes de region Fc

En ciertas realizaciones, pueden introducirse una o mas modificaciones de
aminoécidos%en la region Fc de un anticuerpo proporcionado en la presente
invencion, génerando de ese modo una variante de regién Fc. La variante de
region Fc puede comprender una secuencia de regién Fc humana (por ej., una
region Fc de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana) que comprende una modificacion
de aminoécidds (por ej. una sustitucién) en una o0 mas posiciones de aminoacidos.

En ciertas realizaciones, la invencién contempla una variante de anticuerpo
que posee algunas pero no todas las funciones efectoras, que la hacen un
candidafo desé_able para aplicaciones en las cuales la vida media del anticuerpo in
Vivo es importénte aunque ciertas funciones efectoras (tales como complemento y
ADCC) son iinnecesaria o perjudiciales. Se pueden realizar ensayos de
citotoxicidad /n vitro y/o in vivo para confirmar la reduccion/ deplecion de
actividades deI:‘CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden efectuar ensayos de
union al receptbr Fc (FcR) para asegurar que el anticuerpo carezca de unién al
FcyR (por endé careciendo probablemente de actividad de ADCC), pero que
retenga la capacidad de unién a FcRn. Las células primarias para mediar ADCC,
células NK, expresan Fc(RIIl solamente, mientras que los monocitos expresan
Fc(RI, Fc(Rll y Fc(RIII. La expresion de FcR sobre células hematopoyéticas se
resume en la Ta‘[bla 3 de la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol.
9:457-492 (1991“). Los ejemplos no limitativos de ensayos in vitro para evaluar la
actividad de ADCC de una molécula de interés se describe en la Patente
Estadounidense No. 5.500.362 (ver, por ej. Hellstrom, I. et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83:7059—7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:1499-1502 (1985); 5.821.337 (ver Bruggemann, M. ef al., J. Exp. Med.
166:1351-1361 (1987)). Alternativamente, pueden emplearse métodos de
ensayos no radiabtivos (ver, por ejemplo, ensayo de citotoxicidad no radiactivo
ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA:; y ensayo
de citotoxicidad nc:? radiactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Las células

efectoras Utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre
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periférica '{(PBMC) y ceélulas Natural Killer (NK). Alternativamente, o
adicionalmé’nte, la actividad de ADCC de la molécula de interés puede ser
evaluada in Il.vivo, por ej., en un modelo animal tal como aquel descrito en Clynes et
al. Proc. Nét/. Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También pueden llevarse a
cabo ensayds de union a C1q para confirmar que el anticuerpo sea incapaz de
unirse a C1q2:y por ende carezca de actividad de CDC. Véase, por €j., C1qy C3c
binding ELISA en WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion
del compleml"‘ento, puede realizarse un ensayo de CDC (ver, por ejemplo,
Gazzano—Saﬁtoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al.,
Blood 101:1045-1052 (2003); y Cragg, M.S. y M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743
(2004)). Las determinaciones de la unién al FcRn y evacuacion/vida media in vivo
también puedén realizarse empleando métodos conocidos en la técnica (véase,
por €j., Petkové, S.B. et al., Intl. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)).

Los antlicuerpos con funcion efectora reducida incluyen aquellos con -
sustitucidon de dno 0 mas de residuos de region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y
329 (Patente Estadounidense No. 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen
mutantes de Fc.“.con sustituciones en dos 0 mas de las posiciones de aminoacidos
265, 269, 270, 2:1297 y 327, incluyendo el llamado mutante de Fc “DANA” con
sustitucion de residuos 265 y 297 a alanina (Patente EEUU No. 7.332.581).

Se describen ciertas variantes de anticuerpos con uniébn mejorada o
disminuida a FcRs. (Véase, por ej., Patente Estadounidense No. 6.737.056; WO
2004/056312, y S.‘.‘hields etal, J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).)

En ciertas I'realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una region
Fcconunao més-":‘sustituciones de aminoacidos las cuales mejoran ADCC, por ej.,
sustituciones en Iés posiciones 298, 333, y/o 334 de la region Fc (numeraciéon EU
de residuos).

En algunas '}‘realizaciones, se realizan alteraciones en la region Fc que dan
como resultado unién a Ci1q y/o Citotoxicidad Dependiente del Complemento
(CDC) alterada (eéﬁ decir, mejorada o reducida), por ej., segin lo descrito en la
Patente Estadounidense No. 6.194.551, WO 99/51642, y Idusogie et al. J.
Immunol. 164: 4178;-4184 (2000).

Los anticuerpbs con vidas medias aumentadas y unién mejorada al receptor
Fc neonatal (FcRn),l‘]eI cual es responsable de la transferencia de IgGs maternas
al feto (Guyer et a/.,':.J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249
(1994)), segun lo ﬁescrito en US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Aquellos

anticuerpos comprenden una region Fc con una o mas sustituciones en la misma
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que mejOI;;an la union de la region Fc a FcRn. Dichas variantes de Fc incluyen
aquellas con sustituciones en uno o mas de los residuos de regién Fc: 238, 256,
265, 272, "‘286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380,
382, 413, ':424 0 434, por ej., sustitucion de residuo de regién Fc 434 (Patente
Estadounidense No. 7.371.826).

Veri‘ ademas Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); Patente
Estadounidense No. 5.648.260; Patente Estadounidense No. 5.624.821: y WO
94/29351 cl;on respecto a otros ejemplos de variantes de region Fc.

d) Variantes de_anticuerpos modificados por técnicas de ingenieria

genética con cisteina

En ciertas realizaciones, puede ser deseable crear anticuerpos modificados
por técnica!§ de ingenieria genética con cisteina, por ej., “tioMAbs,” en donde uno o
mas residuos de un anticuerpo son sustituidos con residuos cisteina. En
realizacionés particulares, los residuos sustituidos se producen en sitios
accesibles del anticuerpo. Sustituyendo aquellos residuos con cisteina, grupos tiol
reactivos sc}n asi posicionados en sitios accesibles del anticuerpo y pueden
utilizarse para conjugar el anticuerpo a otros restos, tales como restos de
farmacos o “‘restos de farmaco- ligante, para crear un inmunoconjugado, segtn lo
descrito adic'::ionalmente en esta invencion. En ciertas realizaciones, cualquiera o
mas de los siguientes residuos puede ser sustituido con cisteina: V205
(numeracion: Kabat) de la cadena liviana; A118 (numeracién de EU) de la cadena
pesada; y S400 (numeracion de EU) de la regiéon Fc de cadena pesada. Los
anticuerpos flnodificados por técnicas de ingenieria genética con cisteina pueden
ser generados segun lo descrito, por ej, en la Patente Estadounidense No.
7.521.541.

e) Derivados de Anticuerpos

En ciénas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
invencion puede ser adicionalmente modificado para contener restos no
proteinaceos ?dicionales que son conocidos en la técnica y facilmente disponibles.
Los restos adecuados para la derivacion del anticuerpo incluyen, aunque sin
limitarse a, pllolimeros hidrosolubles. Los ejemplos no limitativos de polimeros
hidrosolubles lincluyen, aunque sin limitarse a, polietilenglicol (PEG), copolimeros
de etiIengIicdl/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, polivinil alcohol,
polivinil pirrolidona, poli-1, 3—dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de
etileno/anhidrilgo maleico, poliaminoacidos (ya sea homopolimeros o copolimeros

al azar), y dextrano o poli(n—vinil pirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de
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bropilenglicol, copolimeros de éxido de polipropileno/ 6xido de etileno, polioles
polioxietilados (por ., glicerol), polivinil alcohol, y sus mezclas. El propionaldehido
de polietilenglicol puede tener ventajas en la manufactura debido a su estabilidad
én agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede ser
ramificado o no ramificado. La cantidad de polimeros unidos al anticuerpo puede
variar, y si se unen mas de un polimero, pueden ser las mismas moléculas o
moléculas diferentes. En general, la cantidad y/o tipo de polimeros empleados
para la derivacion pueden determinarse en base a consideraciones que incluyen,
aunque sin limitarse a, las propiedades o funciones en particular del anticuerpo
que se va a mejorar, si el derivado de anticuerpo sera empleado en una terapia
bajo condiciones definidas, etc.

En otra realizacién, los conjugados de un anticuerpo y resto no proteinaceo
qUe pueden calentarse selectivamente mediante exposicion a radiacién so
proporcionados. En una realizacién, el resto no proteinaceo es un nanotubo de
carbono (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La
radiacién puede ser de cualquier longitud de onda, e incluyen, aunque sin limitarse
a, longitudes de ondas que no dafan a las células comunes, sino que calientan el
reé,to no proteinaceo hasta una temperatura a la cual las células préximas al resto
no7proteinéceo del anticuerpo son matadas.

" B. Métodos Recombinantes y Composiciones

Los anticuerpos pueden ser producidos empleando métodos recombinantes
y domposiciones, por ej., segun lo descrito en la Patente Estadounidense No.
4.816.567. En una realizacion, se proporciona acido nucleico aislado que codifica
un anticuerpo anti-BACE1 descrito en esta invencién. Dicho acido nucleico puede
codificar una secuencia de aminoacidos que comprende la secuencia VL y/o una
secigencia de aminoacidos que comprende la VH del anticuerpo (por ej., las
cadénas liviana y/o pesada del anticuerpo). En una realizacion adicional, se
proporcionan uno o mas vectores (por gj., vectores de expresié'n) gue comprenden
dicho acido nucleico. En una realizacion adicional, se proporciona una célula
huésped que comprende dicho 4cido nucleico. En una realizaciéon de ese tipo, una
célulé huésped comprende (por ej., ha sido transformada con): (1) un vector que
comprende un &cido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende la VL del anticuerpo y una secuencia de aminoacidos que comprende
la VH del anticuerpo, o (2) un primer vector que comprende un acido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la VL del anticuerpo y un

segundo vector que comprende un &cido nucleico que codifica una secuencia de
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aminoécidos que comprende la VH del anticuerpo. En una realizacion, la célula
huésped es eucarittica, por ). una célula de Ovario de Hamster Chino (CHO, por
sus siglas en inglés) o célula linfoide (por ej., célula YO, NSO, Sp20). En una
realizacion, se proporciona un método para preparar un anticuerpo anti—-BACEA1,
donde el método comprende cultivar una célula huésped que comprende un acido
nucleico que codifica el anticuerpo, seguin lo proporcionado anteriormente, bajo
condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo, y opcionalmente
recﬁperar el anticuerpo de la célula huésped (0 medio de cultivo de la célula
huééped).

‘ Para la produccion recombinante de un anticuerpo anti-BACE1, A&cido
nucleico que codifica un anticuerpo, por ej., segun lo descrito anteriormente, es
aislado e insertado en uno o mas vectores para clonacion y/o expresion adicional
en una célula huésped. Dicho acido nucleico puede ser facilmente aislado y
secuenciado empleando procedimientos convencionales (por ej., utilizando sondas
de 6Iigonucleétidos que son capaces de unirse especificamente a genes que
codifican las cadenas pesada y liviana del anticuerpo).

II Las células huésped adecuadas para clonacion o expresién de vectores
que codifican un anticuerpo incluyen células procariéticas o eucariéticas descritas
en la presente invencion. Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser producidos en
bacterias, en particular cuando la glicosilacién y la funcién efectora de Fc no son
necesarias. Para la expresion de fragmentos de anticuerpo y polipéptidos en
bacterias, véase, por ej., Patentes Estadounidenses Nos. 5.648.237, 5.789.199, y
5.840.523. (Ver también Charlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C.
Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254, las cuales describen la
expre%ién de fragmentos de anticuerpo en E. coli.) Después de la expresion, el
anticqerpo puede ser aislado de la pasta celular bacteriana en una fraccion soluble
y puede ser adicionalmente purificado.

Ademas de procariotas, microbios eucaridticos tales como hongos
filamentosos o levadura son huéspedes de clonacion o expresion adecuados para
vectores que codifican anticuerpos, incluyendo hongos y cepas de levadura cuyas
rutas I;de glicosilaciébn han sido “humanizadas”, dando como resultado la
produécién de un anticuerpo con un patrén de glicosilacién parcial o totalmente
humaho. Ver Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004), y Li et al., Nat.
Biotec}j. 24:210-215 (2006).

Las celulas huésped adecuadas para la expresion de anticuerpo glicosilado

son también derivadas de organismos multicelulares (invertebrados y
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verteb;rados). Ejemplos de células de invertebrado incluyen células de plantas e
insectbs. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que pueden
empleérse en conjunto con ceélulas de insectos, particularmente para la
transféccién de células de Spodoptera frugiperda.

I‘Los cultivos de células vegetales también pueden utlizarse como
huéspedes. Veéase, por gj., Patentes Estadounidenses Nos. 5.959.177, 6.040.498,
6.420.548, 7.125.978, y 6.417.429 (que describen la tecnologia
PLANTI:BODIESTM para producir anticuerpos en plantas transgénicas).

Las células de vertebrados también pueden utilizarse como huéspedes. Por
ejemploi_ lineas de células de mamifero que son adaptadas para crecer en
suspens.jé‘n pueden ser (tiles. Otros ejemplos de lineas celulares de huéspedes
mamiferbs son la linea CV1 de rifién de mono transformada por SV40 (COS-7);
linea de fiﬁén embri6nico humano (293 o células 293 segun lo descrito, por €j., en
Graham iet al, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifibn de hamster bebe
(BHK); células sertoli de raton (células TM4 segun lo descrito, por ej., en Mather,
Biol. Rep}od. 23:243-251 (1980)); células de rinon de mono (CV1); células de
rinén de rhono verde africano (VERO-76); células de carcinoma cervical humano
(HELA); células renales caninas (MDCK; células de higado de rata bufalo (BRL
3A); célulais pulmonares humanas (W138); células de higado humano (Hep G2);
tumor manﬁario de raton (MMT 060562); células TRI, segun lo descrito, por €., en
Mather et é/., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44—68 (1982); células MRC 5; y células
FS4. Otraé lineas celulares de huéspedes mamiferos incluyen células de ovario
de hémsteri‘;chino (CHO), incluyendo células DHFR™ CHO (Urlaub ef al., Proc. Natl.
Acad. Sci. QSA 77:4216 (1980)); y lineas de células de mieloma tales como YO,
NSO y Sp2/0. Para una revisién de ciertas lineas de células huespedes de
mamifero adecuadas para la produccion de anticuerpos, véase, por ej., Yazaki y
Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press,
Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

C. Ené,ayos

Los an:.:ticuerpos anti~BACE1 proporcionados en esta invencién pueden ser
identificados, ‘seleccionados, o caracterizados para determinar sus propiedades
fisicas/ quimiqas y/o actividades bioldgicas mediante diversos ensayos conocidos
en la técnica.
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1. ?nsayos de union y otros ensayos

En'un aspecto, un anticuerpo de la invencion es analizado para determinar
su actividad de unién al antigeno, por ej., mediante métodos conocidos tales como
ELISA, Western blot, etc.

En otro aspecto, pueden utilizarse ensayos de competicion para identificar
un anticuérpo que compite con cualquiera de los anticuerpos o Fabs descritos en
la preserite invencién, por ejemplo, YW412.8, YW412.8.31, YW412.8.30,
YW412.8.é|, YW412.8.29, YW412.8.51, Fab12, LC6, LC9, LC10 para la unién a
BACE1. En ciertas realizaciones, dicho anticuerpo competitivo se une al mismo
epitopo (por ej., un epitopo lineal o conformacional) que esta unido mediante
cualquiera,de los anticuerpos o Fabs descritos en esta invencién, por ejemplo,
YW412.8, ' YW412.8.31, YW412.8.30, YW412.8.2, YW412.8.29, YW412.8.51,
Fab12, LC8, LC9, LC10. Los métodos ejemplares detallados para mapear un
epitopo al cual se une un anticuerpo son proporcionados en Morris (1996) “Epitope
Mapping P:rotocols,” en Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press,
Totowa, NJ:).

En un ensayo de competicion ejemplar, se incuba BACE1 inmovilizada en
una solucion que comprende un primer anticuerpo etiquetado que se une a
BACE1 (por ej., YW412.8, YW412.8.31, YW412.8.30, YW412.8.2, YW412.8.29,
YW412.8.51, Fab12, LC8, LC9, LC10) y un segundo anticuerpo no etiquetado que
esta siendo ensayado para determinar su capacidad de competir con el primer |
anticuerpo bara la union a BACE1. EIl segundo anticuerpo puéde estar presente
en un sobrenadante de hibridoma. Como un control, se incuba BACE1
inmovilizadé en una solucion que comprende el primer anticuerpo etiquetado pero
no el seando anticuerpo no etiquetado. Después de la incubacién bajo
condiciones permisivas para la union del primer anticuerpo a BACE1, se elimina
anticuerpo no unido en exceso y se mide la cantidad de etiqueta asociada con
BACE 1 inmovilizada. Si la cantidad de etiqueta asociada con BACE1 inmovilizada
es sustancialmente reducida en la muestra de ensayo con relacién a la muestra
control, entonces eso indica que el segundo anticuerpo esta compitiendo con el
primer anticuérpo para la union a BACE1. Ver Harlow y Lane (1988) Antibodies:
A Laboratory; Manual cap. 14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NY). |

2. Ensayos de actividad

En un'aspecto, se proporcionan ensayos para identificar anticuerpos anti—
BACE1 que tienen actividad biolégica. La actividad biolégica puede incluir, por ej.,
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{inhibicién o reduccién de la actividad de aspartil proteasa de BACE1; o la
I"‘_‘inhibicién o reduccion en la disociacion de APP por BACE1; o inhibicion o
feduccién en la produccion de AB. También se proveen anticuerpos que tienen
dicha actividad bioldgica in vivo y/o in vitro.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo de la invencion es analizado para
d"_eterminar dicha actividad bioldgica. Por ejemplo, la actividad de proteasa de
BACE1 puede ser analizada en un ensayo de HTRF fluorescencia resuelta en el
tiempo homogénea o un ensayo electroforético capilar de microfluidos (MCE),
ségl]n lo descrito en detalle en el Ejemplo 1y 2(B), utilizando péptidos de sustrato
siritéticos.

| Brevemente, puede emplearse un ensayo de fluorescencia resuelta en el

tierhpo homogénea (HTRF) para medir la actividad de aspartil proteasa de BACE1
con el uso de un péptido de sitio de disociacion de BACE1 proteina precursora del
amiipide. Por ejemplo, el péptido Bi27 (Biotina—
KTE‘E|SEVNLDAEFRHDSGYEVHHQKL (SEC ID NO: 53), American Peptide
Corﬁ‘pany)), se combina con BACE1 pre—incubada con un anticuerpo anti-BACE
en buffer de reaccién de BACE (acetato s6dico 50 mM pH 4.4 y 0.1% CHAPS) en
una placa de 384 pocillos (Proxiplate™, Perkin—Elmer). La mezcla de reaccion
prote(plitica se incuba a temperatura ambiente durante 75 minutos y se templ6
medial‘,‘nte la adicion de 5 pL de mezcla de deteccion por HTRF que contenia 2 nM
de Esireptavidina—DZ y 150 nM de un anticuerpo anti-amiloide beta etiquetado
con criptato de Europio en buffer de deteccién (Tris 200 mM pH 8.0, EDTA 20 mM,
0,1% BSA, y 0,8M KF). La mezcla de reaccion final se incuba a temperatura
ambiente durante 60 minutos y se mide la sefial TR-FRET utilizado un lector de
placas de multiples etiquetas EnVision Multilabel Plate Reader™ (Perkin—Elmer) a
una longitud de onda de excitacion de 320 nm vy longitudes de ondas de emisién
de 615 y 665 nm.

Puede llevarse a cabo una reaccion de ensayo MCE en una reaccién
enzimatica convencional, iniciada por la adicibn de sustrato a enzima y 4x
compuesto, que contenia BACE1 humana (dominio extracelular), péptido de sitio
activo de secretasa de proteina precursora del amiloide beta (FAM-
KTEEISEVNLDAEFRWKK—CONHz (SEC ID NO: 55)), NaOAc 50 mM pH 4.4 y
0.1% CHAPS. Luego de incubacién durante 60 a temperatura ambiente, el
producto y el sustrato en cada reaccion se separan utilizando un chip de

microfluidica 12-sipper analizado en un LC3000® (ambos, Caliper Life Sciences).
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Lé separacion de producto y sustrato es optimizada seleccionando voltajes y
presion utilizando el programa informatico de optimizaciéon del fabricante. La
colT‘nversic’)n del sustrato se calcula a partir del electroforegrama utilizando el
prégrama informatico de analisis de pocillos HTS “HTS Well Analyzer” (Caliper Life
Sc%ences).

‘. Por anadidura, se puede analizar la actividad de proteasa de BACE1 in vivo
en lineas celulares las cuales expresan sustratos de BACE1 tal como APP, o en
ratcll;)nes transgénicos los cuales expresan sustratos de BACE1, tales como APP
hurhana, segun lo descrito en los Ejemplos 2(C) y 4.

| Adicionalmente, se puede analizar la actividad de proteasa de BACE1 con
anticuerpos anti-BACE1 en modelos animales. Por ejemplo, modelos animales de
diversas enfermedades y trastornos neurologicos, y técnicas asociadas para
exaﬁninar los procesos patoldgicos asociados con estos modelos, estan faciimente
dispbnibles en la técnica. Los modelos animales de diversos trastornos
neuﬁolégicos incluyen tanto animales no recombinantes como recombinantes
(tranégénicos). Modelos de animales no recombinantes incluyen, por ejemplo,
modélos de roedores, por ej., modelos murinos. Dichos modelos pueden ser
genélrados introduciendo células en ratones singeneicos utilizando técnicas
estandar, por ej. inyeccion subcutanea, inyeccion de vena de cola, implante de
bazo,;i implante intraperitoneal, e implante bajo la capsula renal. Los modelos in
vivo ihcluyen modelos de accidente cerebrovascular/ isquemia cerebral, modelos
in vivio de enfermedades neurodegenerativas, tales como modelos de ratén de
enfermedad de Parkinson; modelos de ratén de enfermedad de Alzheimer:
modelos de ratén de esclerosis lateral amiotréfica; modelos de ratén de atrofia
musc@lar espinal; modelos de raton/ rata de isquemia cerebral focal y global, por
ejemplo, modelos de oclusion de arteria carétida coman o de oclusion de arteria
cerebrél media; o en cultivos de embriones enteros ex vivo. Como un ejemplo no
IimitatiVo, existe una cantidad de modelos de raton conocidos en la técnica para la
enfermedad de Alzheimer ((ver, por ej. Rakover et al., Neurodegener. Dis. (2007);
4(5): 392—402; Mouri et al., FASEB J. (2007) Jul;21 (9): 2135—48; Minkeviciene et
al ., J. Pharmacol. Exp. Ther. (2004) Nov; 311 (2) :677-82 y Yuede et al., Behav
Pharmé‘?col. (2007) Sep; 18 (5-6): 347-63). Pueden efectuarse diversos ensayos
en form',atos de ensayo in vitro o in vivo conocidos, como es conocido en la técnica |
y descrflto en la bibliografia técnica. Diversos modelos animales estan disponibles
tambiénll de vendedores comerciales tales como el Jackson Laboratory. Ensayos
de modelos animales adicionales son descritos en los Ejemplos 4 y 5.
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D. i.nmunoconjugados

La invencion también provee inmunoconjugados que comprenden un
anticuerpolﬁanti—BACE1 de la presente invencion conjugado a uno o mas agentes
citotéxicos,ﬁi‘ tales como agentes o farmacos quimioterapéuticos, agentes
inhibidores '!1 del crecimiento, toxinas (por e€j., toxinas proteicas, toxinas
enziméticarﬁente activas de origen bacteriano, fungal, vegetal o animal o sus
fragmentos)‘;. 0 isotopos radiactivos.

En uﬁa realizacion, un inmunoconjugado es un conjugado de anticuerpo—
farmaco (AD'C, por sus siglas en inglés) en el cual un anticuerpo es conjugado a
uno o mas farmacos, incluyendo aunque sin limitarse a un maytansinoide (ver
Patentes Estédounidenses Nos. 5.208.020, 5.416.064 y Patente Europea EP 0
425 235 B1); una auristatina tal como restos de farmaco monometilauristatina DE
y DF (MMAE.y MMAF) (ver las Patentes Estadounidenses Nos. 5.635.483 y
5.780.588, y 7.498.298); una dolastatina; una calicheamicina o derivado de la
misma (ver las: Patentes Estadounidenses Nos. 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116,
5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001, y 5.877.296; Hinman et al., Cancer
Res. 53:3336—3_342 (1993); y Lode et al., Cancer Res. 58:2925-2928 (1998)); una
antraciclina tal ¢omo daunomicina o doxorubicina (ver Kratz et al., Current Med.
Chem. 13:477—523 (2006); Jeffrey et al., Bioorganic & Med. Chem. Letters
16:358-362 (20(56); Torgov et al., Bioconj. Chem. 16:717-721 (2005); Nagy et al.,
Proc. Natl. Acad.""-“ Sci. USA 97:829-834 (2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med.
Chem. Letters 12:1529—1532 (2002); King et al., J. Med. Chem. 45:4336—4343
(2002); vy Patenté Estadounidense No. 6.630.579); metotrexato; vindesina; un
taxano tal comd docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel, y ortataxel; un
tricoteceno; y CC1065.

En otra realiéacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo segin lo
descrito en esta inlvencic')n conjugado a una toxina enzimaticamente activa o su
fragmento, incluyerido aunque sin limitarse una cadena de difteria A, fragmentos
activos no de unidn de la toxina de la difteria, cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de
modecina, alfa—sarcil_na, proteinas Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas
de Phytolaca amerf‘cana (PAPI, PAPIl, y PAP-S8), inhibidor de momordica
charantia, curcina, crétina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomiciha, enomicina, y los tricotecenos.

En otra realizaé,ién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo segun lo

descrito en esta invencion conjugado a un atomo radiactivo para formar un
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radioconjdgado. Una variedad de isétopos radiactivos estan disponibles para la
produccion de radioconjugados. Los ejemplos incluyen A, I3, [125 y%0 Rg186
Re'% Srﬁ153, Bi*'?, P¥, Pb?'? e isotopos radiactivos de Lu. Cuando el
radioconjugado es empleado para la deteccion, puede comprender un atomo
radiactivo bara estudios centellograficos, por ejemplo tc99m o 1123, o un marcado
de espin bara toma de imagenes de resonancia magnética nuclear (RMN)
(también cdnocido como toma de imagenes de resonancia magnética, mri (por sus
siglas en inglés), tal como yodo—123 nuevamente, yodo—131, indio-111, flaor-19,
carbono—13lil, nitrdbgeno—15, oxigeno—17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los ‘:‘conjugados de un anticuerpo y agente citotoxico pueden ser
preparados ":utilizando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas
bifuncionale§ tales como N-succinimidil-3—(2—piridilditio) propionato (SPDP),
succinimidil—4—(N—maIeimidometiI) ciclohexano—1-carboxilato (SMCQC),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil
adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos
(tales como' glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p—
azidobenzoil) 'ﬂ hexanodiamina), derivados de bis—diazonio (tales como bis—(p—
diazoniobenzdil)—etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de
tolueno), y éompuestos de flior bis—activos (téles como 1,5—difluor-2,4—
dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina puede ser preparada
segun lo des%:rito en Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). El acido 1-
isotiocianatobehcil—3—metildietilentriaminapentaacético marcado con carbono 14
(MX-DTPA) es un agente quelante ejemplar para la conjugacién de
radionucleétido“:al anticuerpo. Ver W0O94/11026. El ligante puede ser un “ligante
disociable” que:facilita la liberacion de un farmaco citotéxico en la celula. Por
ejemplo, puede" utilizarse un ligante labil al acido, ligante sensible a peptidasa,
ligante fotolébil,"-iligante de dimetilo o ligante que contiene disulfuro (Chari et al.,
Cancer Res. 52:127—131 (1992); Patente Estadounidense No. 5.208.020).

Los inmunoconjugados o ADCs de esta invencién contemplan
expresamente, éu‘nque sin limitarse a, conjugados preparados con reactivos
entrecruzadores I‘_que incluyen, aunque sin limitarse a, BMPS, EMCS, GMBS,
HBVS, LC—SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo—
EMCS, sulfo—GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo—SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo—
SMPB, vy SVSE (succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) los cuales estan

disponibles comer"g:ialmente (por ej., de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL.,
E.E.U.U.). ‘
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E. Métodos y Composiciones para Diagnéstico y Deteccion

- En ciertas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-BACE1
proborcionados en esta invencién es util para detectar la presencia de BACE1 en
una", muestra biolégica. El término “detectar” en el presente contexto abarca la
detéocién cuantitativa o cualitativa. En ciertas realizaciones, una muestra
biologica comprende una célula o tejido, tal como suero, plasma, saliva,
secréciones gastricas, moco, fluido cerebroespinal, fluido linfatico, tejido neuronal,
tejidé cerebral, tejido cardiaco o tejido vascular.

- En una realizacion, se proporciona un anticuerpo anti-BACE1 para utilizar
en un método de diagndstico o deteccidon. En un aspecto adicional, se
propd,_rciona un método para detectar la presente de BACE1 en una muestra
biolégica. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto la
muestra biolégica con un anticuerpo anti-BACE1 segun lo descrito en esta
invencion bajo condiciones permisivas para la union del anticuerpo anti-BACE1 a
BACEj, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-BACE1 y
BACE1. Ese tipo de método puede ser un método in vitro o in vivo. En una
realizabién, se emplea un anticuerpo anti-BACE1 para seleccionar sujetos
elegibles para terapia con un anticuerpo anti-BACE1, por ej. donde BACE1 es un
biomarcador para seleccion de pacientes.

L-os trastornos ejemplares que pueden ser diagnosticados utilizando un
anticueﬁpo de la invencién incluyen enfermedades neurodegenerativas
(incluyendo, aunque sin limitarse a, enfermedad de cuerpos de Lewy, sindrome
pospolidmielitis, sindrome de Shy-Draeger, atrofia olivopontocerebelosa,
enfermedad de Parkinson, atrofia de mudltiples sistemas, degeneracion
estriaton'ig‘ral, tauopatias (que incluyen, aunque sin limitarse a, enfermedad de
Alzheimer y paralisis supranuclear), enfermedades pridnicas (que incluyen,
aunque Sin limitarse a, encefalopatia espongiforme bovina, tembladera, sindrome
de Creutzfeldt-Jakob, kuru, enfermedad de Gerstmann-Straussler—Scheinker,
enfermedad debilitante crénica, e insomnio fatal familiar), accidente
cerebrovascular, distrofia muscular, esclerosis multiple, esclerosis lateral
amiotrdfica (ELA), sindrome de Angelman, sindrome de Liddle, sindrome de
Paget, lesion cerebral traumatica, paralisis bulbar, enfermedad de neuronas
motoras, y trastornos heterodegenerativos del sistema nervioso (que incluyen,
aunque sin limitarse a, enfermedad de Canavan, enfermedad de Huntington,
Iipofuscinoéjs cereoidea neuronal, enfermedad de Alexander, sindrome de

Tourette, sindrome del pelo ensortijado de Menkes, sindrome de Cockayne,
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. sindrome de Halervorden-Spatz, enfermedad de Lafora, sindrome de Rett,
11‘ degeneracion hepatolenticular, sindrome de Lesch—Nyhan, y sindrome de
EUnverricht—Lundborg), demencia (que incluye, aunque sin limitarse a, enfermedad
de Pick, y ataxia espinocerebelosa).
' En ciertas realizaciones, se proporciona anticuerpos anti-BACE1
étiquetados. Las etiquetas incluyen, aunque sin limitarse a, etiquetas o restos que
éon detectados directamente (tales como etiquetas fluorescentes, cromoféricas,
d,‘ensas en electrones, quimioluminiscentes, y radiactivas), asi como también
réstos, tales como enzimas o ligandos, que son detectados indirectamente, por ej.,
a través de una reaccion enzimatica o interaccién molecular. Los ejemplos de
etiquetas incluyen, aunque sin limitarse a, los radioisétopos *P, *C, '#I, *H, y **|,
fluoréforos tales como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados,
rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona, luceriferasas, por ej., luciferasa
de luciérnaga y luciferasa bacteriana (Patente Estadounidense No. 4.737.456),
luciferina, 2,3—dihidroftalazinadionas, peroxidasa de rabano picante (HRP),
fosfatasa alcalina, B—galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, oxidasas de sacaridos,
por"-Lej., glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, y glucosa—-6-fosfato deshidrogenasa,
oxid?sas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa, acopladas con una
enzima que emplea peréxido de hidrogeno para oxidar un precursor de tinte tal
comé HRP, lactoperoxidasa, o microperoxidasa, biotina/avidina, etiquetas de
espiril, etiquetas de bacteriofagos, radicales libres estables y similares.

: F. Formulaciones Farmacéuticas

""-Las formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo anti-BACE1 segun lo
descrito en esta invencién son preparadas mezclando dicho anticuerpo que tiene
el gra'do deseado de pureza con uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences 16ta edicion, Osol,
A. Ed. (1980)), en la forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los
portadd_res farmacéuticamente aceptables son generalmente no téxicos para
receptofres a las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen, aunque sin
limitarse a: buffers tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos;
antioxidantes incluyendo acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como
cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalcohio; cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil
parabenoé tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3—
pentanol; '=: y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de

aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalbimina, gelatina, o
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inmunoglébulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tales corho glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacéﬁidos, disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa,
o] dextrinaé; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sucrosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sa|eé tales como sodio;
complejos Enetélicos (por ej. complejos de Zn-proteina); y/o surfactantes no
ionicos  tales  como polietilenglicol  (PEG). Ejemplos de portadores
farmacéutica}nente aceptables de esta invencion incluyen adicionalmente a los
agentes de aispersién de farmacos intersticiales tales como glicoproteinas de
hialuronidasa :zactivas neutras solubles (sSHASEGP, por sus siglas en inglés), por
ejemplo, glicd‘proteinas de haluronidasa PH-20 solubles humanas, tales como
rHUPH20 (HYL‘ENEX®, Baxter International, Inc.). Ciertas sHASEGPs ejemplares y
métodos de uso, incluyendo rHuPH20, se encuentran descritos en las
Publicaciones de Patentes Estadounidenses Nos. 2005/0260186 y 2006/0104968.
En un aspecto,.luna sHASEGP se combina con una o mas glicoaminoglicanasas
adicionales tales como condroitinasas.

Los ejemhlos de formulaciones de anticuerpos liofilizadas se describen en
la Patente Estadounidense No. 6.267.958. Las formulaciones de anticuerpos
acuosas incluyen‘éaquellas descritas en la Patente Estadounidense No. 6.171.586
y W02006/044908, éstas Ultimas formulaciones mencionadas incluyendo un buffer
de histidina- aceta"t,‘o. |

La formuladién de esta invencion puede contener ademas mas de un
ingrediente activo segun lo necesario para la indicacion en particular que se esta
tratando, preferentémente aquellas con actividades complementarias que no
afectan adversamente una a la otra. Dichos ingredientes activos estan presentes
adecuadamente en dombinacién en cantidades que son eficaces para el propésito
pretendido. |

Los ingredientes activos pueden estar atrapados en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o mediante
polimerizacién interfat;ial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de
gelatina y microcépsulés de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas
de administraciéon de férmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas
de albimina, microémulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas son descritas en Remington's Pharmaceutical
Sciences 16ta edicion, O‘sol, A. Ed. (1980).
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Sé pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
adecuadéps de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices
semiperrﬁeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo,
matrices ".que estan en la forma de articulos conformados, por ej. peliculas, o
microcapsulas.

Las formulaciones a ser empleadas para la administraciéon in vivo son
generalméilnte estériles. La esterilidad puede ser facilmente lograda, por e€j,
mediante fi"‘lltracién a través de membranas de filtracién estériles.

G. Mé‘todos Terapéuticos y Composiciones

Pued_e emplearse cualquiera de los anticuerpos anti-BACE1
proporcionados en esta invencion en los métodos terapéuticos.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-BACE1 para utilizar como
un medicamento. En aspectos adicionales, se proporciona un anticuerpo anti-
BACE1 para utilizar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno neurolégico
(por ej., EA). En ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-BACE1
para utilizar en un método de tratamiento. En ciertas realizaciones, la invencion
proporciona un anticuerpo anti-BACE1 para utilizar en un método para tratar a un |
individuo quél‘l tiene una enfermedad o trastorno neurolégico que comprende
administrar alli_individuo una cantidad eficaz del anticuerpo anti-BACE1. En una
realizacion de ese tipo, el método comprende ademas administrar al individuo una
cantidad eficaz de por lo menos un agente terapéutico adicional. En realizaciones
adicionales, la invencién proporciona un anticuerpo anti-BACE1 para utilizar en la
reduccion o inHjbicién de la formacion de placas amiloideas en un paciente que
corre el riesgo de padecer o sufrir de una enfermedad o trastorno neuroldgico (por
e, EA). En ciértas realizaciones, la invencién proporciona un anticuerpo anti—
BACE1 para util‘izar en un metodo de reduccién o inhibicion de la produccién de
AB en un individtﬁo que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz del
anticuerpo anti-BACE1. Un “individuo” de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones antés mencionadas es preferentemente un ser humano. En cierto
aspecto, el anticherpo anti-BACE para utilizar en los métodos de la invencién
reduce o inhibe Ié actividad de BACE1. Por ejemplo, el anticuerpo anti-BACE1
reduce o inhibe la bapacidad de BACE1 de disociar APP.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de un anticuerpo
anti-BACE1 en Ié_l manufactura o preparacion de un medicamento. En una

realizacion, el medicamento es para el tratamiento de enfermedades o trastorno
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n‘eurolégicos. En una realizacién adicional, el medicamento es para utilizar en un
método para tratar una enfermedad o trastorno neurolégico que comprende
aéministrar a un individuo que tiene una enfermedad o trastorno neurolégico una
céntidad eficaz del medicamento. En una realizacion de ese tipo, el método
cdmprende ademas administrar al individuo una cantidad eficaz de por lo menos
un agente terapéutico adicional, por ej., segin lo descrito mas adelante. En una
realizacion adicional, el medicamento es para inhibir la actividad de BACE1. En
una realizacion adicional, el medicamento es para utilizar en un método para
inhibir la produccion de Ap o formacion de placas en un individuo que comprende
administrar al individuo una cantidad eficaz del medicamento para inhibir la
produccién de AB o formacién de placas. Un “individuo” de acuerdo con cualquiera
de las realizaciones antes mencionadas puede ser un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para tratar la
enfermedad de Alzheimer. En una realizacion, el método comprende administrar a
un individuo que tiene EA una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-BACE1. En
una realizacion de ese tipo, el método comprende ademas administrar al individuo
una: cantidad eficaz de por lo menos un agente terapéutico adicional. Un
“individuo” de acuerdo con cualquiera de las realizaciones antes mencionadas
puede ser un ser humano.

" En un aspecto adicional, la invencion proporciona formulaciones
farmacéuticas que comprenden cualquiera de los anticuerpos anti-BACE1
proporcionados en esta invencién, por ej., para utilizar en cualquiera de los
métodos terapéuticos antes mencionados. En una realizacion, una formulacion
farmacéutica comprende cualquiera de los anticuerpos anti-BACE1
proporcionados en esta invencion y un portador farmacéuticamente aceptable. En
otra realizacion, una formulacion farmacéutica comprende cualquiera de los
anticu“erpos anti-BACE1 proporcionados en esta invencién y por lo menos un
agente terapéutico adicional, por ej., segun lo descrito mas adelante.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser empleados ya sea por si solos
oen cbmbinacién con otros agentes en una terapia. Por ejemplo, un anticuerpo de
la invencion puede ser coadministrado con por lo menos un agente terapéutico -
adicional.

Dichas terapias de combinacién antes sefialadas abarcan la administracion
combin{ada (donde dos o mas agentes terapéuticos son incluidos en la misma

formulacion o en formulaciones separadas), y la administracion separada, en cuyo
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caso, la administracion de anticuerpo de la invencién puede ocurrir antes, en
forma simultanea, y/o luego de la administracion del agente terapéutico adicional
y/o :adyuvante. Los anticuerpos de la invencién también pueden emplearse en
com‘b‘inacién con terapia de radiacion.

1 Un anticuerpo de la invenciéon (y cualquier agente terapéutico adicional)
pueae ser administrado por cualquier medio adecuado, incluyendo administracion
pargniteral, intrapulmonar, e intranasal, y, si se desea para el tratamiento local, la
administracion intralesional. Las infusiones parenterales incluyen la administracion
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, o subcutanea. La
dosificacién puede ser por cualquier ruta adecuada, por €j. por inyecciones, tales
como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la
administracion es breve o cronica. Se contemplan en esta invencion diversos
programas de dosificacion incluyendo aunque sin limitarse a administraciones
unicas o multiples durante diversos puntos en el tiempo, administracién por bolo e
infusién de pulsos.

. Ciertas realizaciones de la invencion proporcionan el anticuerpo o
fragmento del mismo para atravesar la barrera hematoencefalica. Ciertas
enfermedades neurodegenerativas estan asociadas con un aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica, de modo que el anticuerpo o
fragménto activo del mismo pueda ser facilmente introducido en el cerebro.
Cuando la barrera hematoencefalica permanece intacta, existen diversos enfoques
conoéidos en la tecnica para transportar moléculas a través de la misma, que
incluyen, aunque sin limitarse a, métodos fisicos, métodos a base de lipidos, y
métodos a base de receptores y canales.

'Los métodos fisicos para transportar el anticuerpo o fragmento del mismo a
través' de la barrera hematoencefélica incluyen, aunque sin limitarse a, circunvenir
la barrera hematoencefalica por completo, o creando aberturas en la barrera
hematoencefélica. Los métodos de circunvencién incluyen, aunque sin limitarse a,
inyeccion directa en el cerebro (ver por ej., Papanastassiou et al., Gene Therapy 9: |
398-406 (2002)) e implante de un dispositivo de administracion en el cerebro (ver
por ej., Gill et al., Nature Med. 9: 589-595 (2003); y Gliadel Wafers™, Guildford
Pharmaceutical). Los métodos para crear aberturas en la barrera incluyen,
aunque sin limitarse a, ultrasonido (ver por ej., Publicacion de Patente
Estadounidense No. 2002/0038086), presion osmética (por ej., por administracion
de manitol hipertonico (Neuwelt, E. A., Implication of the Blood—Brain Barrier v its
Manipulation, Tomos 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989))), permeabilizacion por, por
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e, bradiquininé o permeabilizante A-7 (ver por ej., Pat. E.E.U.U. Nos. 5.112.596,
5.268.164, 5.5Q6.206, y 5.686.416), y transfeccién de neuronas que traspasan la
barrera hematdencefélica con vectores que contienen genes que codifican el
anticuerpo o fragmento del mismo (ver por ej, Publicacion de Patente
Estadounidense No. 2003/0083299).

Los métodos a base de lipidos para transportar el anticuerpo o fragmento
del mismo a tra\:‘(és de la barrera hematoencefalica incluyen, aunque sin limitarse
a, encapsular éll anticuerpo o fragmento del mismo en liposomas que estan
acoplados a fragmentos de unién al anticuerpo que se unen a receptores sobre el |
endotelio vasculér de la barrera hematoencefalica (ver por ej., Publicacién de
Solicitud de Patéjnte Estadounidense No. 20020025313), y recubrir el anticuerpo
fragmento activo del mismo en particulas de lipoproteinas de baja densidad (ver
por €j., Publicacic';:n de Solicitud de Patente Estadounidense No. 20040204354) o
apolipoproteina E ",‘(ver por ej., Publicaciéon de Solicitud de Patente Estadounidense
No. 20040131692).

Los anticuérpos de la invencion serian formulados, dosificados, y
administrados en forma consistente con la buena practica médica. Los factores
para tener en cuehta en este contexto incluyen el trastorno en particular que se
esta tratando, el rﬁ,amifero en particular que se esta tratando, la afeccién clinica
del paciente individ:‘ual, la causa del trastorno, el sitio de entrega del agente, el
método de admini}stracién, el programa de administracion, y otros factores
conocidos por los ipracticantes medicos. El anticuerpo debe ser, aunque es
opcionalmente forleIado con uno o mas agentes actualmente empleados para
prevenir o tratar el t}astorno en cuestion. La cantidad eficaz de ese tipo de otros
agentes depende del;‘ la cantidad de anticuerpo presente en la formulacién, el tipo
de trastorno o tratamiento y de otros factores discutidos anteriormente. Estos se
emplean generalmenlte en las mismas dosificaciones y con rutas de administracién
segun lo descrito en: esta invencién, o aproximadamente entre 1 y 99% de las
dosificaciones descritas en esta invencién, o en cualquier dosificacion mediante
cualquier ruta que seé_ empirica/ clinicamente determinada como apropiada.

Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosis apropiada de un
anticuerpo de la inveﬁci()n (cuando se emplea por si solo 0 en combinacion con
uno o mas agentes teijrapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad
que se va a tratar, I"_del tipo de anticuerpo, de la gravedad y curso de la
enfermedad, si el antic{Jerpo es administrado con fines preventivos o terapéuticos,

terapia previa, la historia clinica del paciente y la respuesta al anticuerpo, y la
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discrecion del"l médico interviniente. El anticuerpo es adecuadamente administrado
al paciente en“ una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo
y gravedad dé; la enfermedad, aproximadamente 1 ug/kg a 15 mg/kg (por ej. 0,1
mg/kg—- 10 mglkg) de anticuerpo puede ser una dosis candidata inicial para la
administracién'; al paciente, ya sea, por ejemplo, por una o mas administraciones
separadas, o por infusion continua. Una dosis diaria tipica podria oscilar entre -
aproximadaante 1 pg/kg y 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados énteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias
0 mas tiempo, dependiendo de la afeccion, el tratamiento generalmente seria
sostenido hasté que se produzca una supresion deseada de los sintomas de la
enfermedad. Una dosis ejemplar del anticuerpo estaria en el rango entre
aproximadamente 0,05 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg. Por lo tanto, una o
mas dosis de é_proximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o
cualquier'combl‘inacién de los mismos) pueden ser administradas al paciente.
Dichas dosis pdeden ser administradas intermitentemente, por ej. cada semana o
cada tres semanas (por €. de modo que el paciente reciba entre
aproximadamenie dos y aproximadamente veinte, o por ej. alrededor de seis dosis
del anticuerpo). ",Puede administrarse una dosis de carga mas alta inicial, seguido
por una o mésadosis inferiores. Sin embargo, otros regimenes de dosificacion
pueden ser utile$. El progreso de esta terapia es facilmente monitoreado mediante
técnicas y ensaybs convencionales.

Se entienae que cualquiera de las formulaciones o métodos terapéuticos
antes mencionados pueden llevarse a cabo utilizando un inmunoconjugado de la
invencién en Iugar de, o ademas de, un anticuerpo anti-BACE1.

H. Articulés de Manufactura

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un articulo de manufactura
que contiene maferiales utiles para el tratamiento, prevencion y/o diagnéstico de
los trastornos a'!ntes descritos. El articulo de manufactura comprende un
contenedor y una ‘-‘etiqueta 0 inserto de paquete en el contenedor o asociado con el
mismo. Los conténedores adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, frascos,
jeringas, bolsas d‘e solucion IV, etc. Los contenedores pueden estar formados de
una variedad de ﬁnateriales tales como vidrio o plastico. El contenedor sostiene
una composicion Ié cual es por si misma o combinada con otra composicién eficaz
para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccién y puede tener una boca de acceso
estéril (por ejemplb el contenedor puede ser una bolsa o un frasco de solucién

intravenosa que tiene un tapén perforable por una aguja de inyeccion
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hipodérmica). Por lo menos un agente activo en la composicion es un anticuerpo
de ‘z‘la invencion. La etiqueta o inserto de paquete indica que la composiciéon es
embleada para tratar la afeccién de eleccion. Asimismo, el articulo de manufactura
puede comprender (a) un primer contenedor con una composiciéon contenida en el
misfno, donde la composicién comprende un anticuerpo de la invencion; y (b) un
seando contenedor con una composicidon contenida en el mismo, donde la
composicion comprende un agente citotdxico adicional u otro agente terapéutico.
El aﬁiculo de manufactura en esta realizacién de la invencion puede comprender
aderhés un inserto de paquete que indique que las composiciones pueden ser
empléadas para ftratar una afeccibn en particular. Alternativamente, o
adicionalmente, el articulo de manufactura puede comprender ademas un
seguhdo (o tercer) contenedor que comprende un buffer farmacéuticamente
aceptéble, tal como agua bacteriostatica para inyeccién (BWFI, por sus siglas en
inglés), solucion salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer y solucién de
dextro$a. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de
vista comercial y del usuario, incluyendo otros buffers, diluyentes, filtros, agujas, y
jeringas.

Se entiende que cualquiera de los articulos de manufactura antes
menciohados puede incluir un inmunoconjugado de la invencién en lugar de, o

ademas de, un anticuerpo anti~-BACE1.

Il EOEMPLOS
Lo que sigue son ejemplos de métodos y composiciones de la invencion. Se
entiende: que pueden llevarse a la practica diversas otras realizaciones, dada la

descripcidn general proporcionada anteriormente.

EJEMPLO 1: GENERACION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
ANTI-BACE1

Los anticuerpos que se unen especificamente a BACE1 fueron generados
por inmun“oadsorcién de dos tipos diferentes de genotecas de anticuerpos con
exhibicion de fagos (una con diversidad natural (VH y VH/VL), la otra con
diversidad en ciertas regiones CDR artificialmente restringidas a conjuntos de
aminoécidds en particular (YSGX)) contra el dominio extracelular de BACE1
humano, Ids aminoacidos 1-457 de SEC ID NO: 49.



-81-

‘ A. Clasificacion y Screening de Genotecas de Diversidad Natural para |
Identiﬁcar Anticuerpos Anti-BACE—1
| Seleccion de clones anti-BACE1 exhibidos en fagos
Se empleé BACE-1 humana biotinilada (1-457 de SEC ID NO: 49) como un

ar"ntigeno para la clasificacion de genotecas. Las genotecas de fagos de diversidad

natural se clasificaron cinco rodas contra BACE-1 biotinilada precapturada sobre
placas de neutravidina/estreptavidina alternantes. Para la primera ronda de
clésificacién, inmunoplacas NUNC 96 pocillos Maxisorp fueron recubiertas en
priher lugar con 10 ug/mL de neutravidina (Fisher Scientific, #21125) vy
bld,queadas con buffer de bloqueo de fago PBST (solucién salina tamponada con
fosifato (PBS) y 1% (p/v) de seroalbimina bovina (BSA) y 0,05% (v/v) Tween 20)
durante toda la noche. En primer lugar, 10 ug/mL de BACE-1 biotinilada se captur6
soB,re las inmunoplacas durante 30 minutos. Las genotecas en fago de
antibuerpos VH (ver por ej., Lee et al., J. Inmunol. Meth. 284:119-132 (2004)) y
VHAL (ver Liang et al., J. Mol. Biol. 366: 815-829 (2007)), prebloqueadas con
buffér de bloqueo de fago PBST, fueron agregadas posteriormente a las placas e
incubadas durante toda la noche a temperatura ambiente. Las placas se lavaron
10 veces al dia siguiente con PBT (PBS con 0.05% Tween 20), y el fago unido fue
eluidp con 1 mL de HCI 50 mM y NaCl 500 mM durante 30 min y neutralizado con
600 uL de base de Tris 1 M (pH 8.0). El fago recuperado se amplifico en células
XL—1‘; Blue de E. coli. Durante las subsiguientes rondas de seleccion, las
genofecas de fago propagadas se preabsorbieron en primer lugar con 50 ul de
Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1 (Invitrogen, # 65601) en PBST/BSA y se
incubéron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las particulas de fago que
se unieron a neutravidina fueron sustraidas del material inicial de fago con la
eliminécién de las Dynabeads®. Luego, el fago no unido fue agregado a antigeno
de BACE—1 exhibido sobre placas de estreptavidina y el tiempo de incubacion fue
reduciao a 2-3 horas. Se aument6 gradualmente la severidad del lavado de las
placas._

Luego de 5 rondas de inmunopurificacién (“panning”), se observé un
enriqué_cimiento significativo. Se seleccionaron 96 clones de la clasificacion de
genoteéas de VH y VH/VL para determinar si se unian especificamente a BACE—1
humané_. Las regiones variables de estos clones fueron secuenciadas por PCR
para identificar clones de secuencia Gnica. Se seleccionaron y reformatearon 42

anticuerpos de fago Unico que se unian a BACE—1 humana con por lo menos 5x
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por sobre él fondo hasta IgGs de longitud completa para evaluacion en ensayos
celulares in‘:_‘ vitro.

Los %:Iones de interés fueron reformateados en igGs por clonacién de
regiones VL Y Vu de clones individuales en los vectores LPG3 y LPG4,
respectivaménte, y expresados transitoriamente en células CHO de mamifero, y
purificados u}_cilizando cromatografia en columna de proteina A.

Seleci-_:ién de clones inhibidores anti-BACE1

BACEi es una aspartil proteasa que normalmente disocia la proteina
precursora dél amiloide en un punto cercano a su dominio de transmembrana,
cerca de la sL;perficie de la célula. Por lo tanto, la capacidad de los anticuerpos
identificados énteriormente de modular la actividad proteolitica de BACE1 en
ciertos sustratos de BACE1, fue evaluada in vitro utilizando un ensayo de
fluorescencia resuelta en el tiempo homogénea (HTRF, por sus siglas en inglés).

El ensaQo de HTRF se realiz6 de la siguiente manera. Dos microlitros de
375 nM de Bi27 (Biotina—~KTEEISEVNLDAEFRHDSGYEVHHQKL (SEC ID NO:
53), American F%eptide Company)), un péptido de sitio de disociacion de BACE1 de
proteina precuréora del amiloide que lleva una sustitucion para aumentar la
sensibilidad a la:‘;disociacién de BACE1, se combiné con 3 ulL de BACE1 125 nM
preincubada coﬁl un anticuerpo anti-BACE en buffer de reaccién de BACE
(acetato sodico 50 mM pH 4.4 y 0.1% CHAPS) en una placa de 384 pocillos
(Proxiplate™, Pérkin—EImer). La mezcla de reaccién proteolitica se incubd a
temperatura ambi'iente durante 75 minutos y se templé mediante la adicién de 5 pL
de mezcla de detéccic’m de HTRF que contenia 2 nM de Estreptavidina—D2 y 150
nM de anticuerpol{ antiamiloide beta 6E10 (Covance, Emoryville, CA) etiquetado
con criptato de Euﬁopio en buffer de deteccion (Tris 200 mM pH 8.0, EDTA 20 mM,
0.1% BSA, y 0.8M KF). La mezcla de reaccion final se incubd a temperatura
ambiente durante 60 minutos y se midi6 la sefial de TR-FRET utilizando una
Lectora de Placas'}‘ EnVision Multilabel Plate Reader™ (Perkin—Elmer) a una
longitud de ondas de excitacion de 320 nm y longitudes de ondas de emision de
615 y 665 nm. Las reacciones que carecian de enzima BACE1 (0 BACE) y las
reacciones que contenian anticuerpos anti-BACE1 (PBS (100% de Actividad de
BACE1) se utilizaron‘}_como controles.

De los 42 anticuerpos analizados los cuales fueron identificados de la
genoteca de diversidad natural, el mejor inhibidor de BACE1, YW412.8, fue
escogido para madurécv‘ic’)n por afinidad. Ver la Figura 4.

Maduracion pdr afinidad de clones inhibidores anti-BACE1




-83-

‘1 Se construyeron genotecas para madurar por afinidad al anticuerpo
YW4111:2.8 de la siguiente manera. El fagémido pw0703 (derivado del fagémido
pV0350-2b (Lee et al., J. Mol. Biol. 340, 1073-1093 (2004)), que contenia un
codénl‘ade detencion (TAA) en las tres posiciones de CDR-L3 y que exhibia Fab
monovi_alente sobre la superficie de bacteriéfago M13) sirvi6 como el patréon de
genoteba para injertar dominios variables (VH) de cadena pesada de clones de
interés 'de la genoteca de diversidad natural para maduracién por afinidad. Se
emplea‘r:on ambas estrategias de aleatorizacion dura y blanda para la maduracion
por afin}idad. Para la aleatorizacién dura, una genoteca de cadena liviana con
posicionl‘_es seleccionadas de tres CDRs de cadena liviana se aleatorizé utilizando
aminoéc:idos designados para imitar anticuerpos humanos naturales y la
degenerécién de ADN designada fue segun lo descrito en Lee et al. (J. Mol. Biol.
340, 1073—1093 (2004)). Para la aleatorizacion blanda, los residuos en posiciones |
91-94, y'?96 de CDR-L3, 28-31 y 34-35 de CDR-H1, 50, 52, y 53-58 de CDR-
H2, 95-99 y 100A de CDR-H3, fueron buscados; y se seleccionaron para la
aleatorizabién dos combinaciones diferentes de lazos de CDR, L3/H1/H2 y L3/H3.
Para Iogré;r las condiciones de aleatorizacion blanda, las cuales introducian el
indice de rhutacién de aproximadamente 50% en las posiciones seleccionadas, se
sintetizd AbN mutagénico con 70-10-10-10 mezclas de bases favoreciendo a los
nucleétidoé tipo salvaje (Gallop et al., J. Med. Chem. 37:1233-1251 (1994)).

La seleccion de Fabs mejorados por afinidad se realizé de la siguiente
manera. Se‘.‘ sometieron genotecas de fago de mejora por afinidad a clasificacién
de placas péra la primera ronda, seguido por cuatro o cinco rondas de clasificacion
en solucién.:p Para la primera ronda de clasificacion en placas, las genotecas se
clasificaron contra 10 Og/ml de objetivo biotinilado (BACE1) capturado por placa
recubierta COn neutravidina (placa NUNC Maxisorp) con entrada de fago
aproximadanﬁ‘,ente 2 OD/ml en 1% BSA y 0.05% Tween 20 durante 2 horas a
temperatura ambiente. Luego de la primera ronda de clasificacion en placas, se
realizé la claéificacién en solucion para aumentar la severidad de la seleccion.
Para la clasifiéacién en solucién, 1 OD/ml de fago propagado de la primera ronda
de clasificacién en placa se incubé con proteina objetivo biotinilada 100 nM (la
concentracion ise bas6 en valores de IC50 de fago de clones progenitores) en
100ul de buffé‘_r que contenia 1% Superblock (Pierce Biotechnology) y 0.05%
Tween 20 durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se diluyo
adicionalmente‘g 10x con 1% Superblock, y 100ul/pocillo se aplicd a pocillos

recubiertos con“:‘neutravidina (5pg/mi) durante 15 minutos a temperatura ambiente
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con sua\)ga agitacion de modo que fago unién al objetivo biotinilado. Los pocillos se
lavaron don PBS y 0.05% Tween 20 diez veces. Para determinar la uniéon de
fondo, Io$ pocillos de control que contenian fago con objetivos que no eran
biotiniladds se capturaron en placas recubiertas con neutravidina. El fago unién se
eluyé con ‘*‘HCI 0,1 N durante 20 minutos, se neutralizé por 1/10 volumen de Tris 1
M pH 11, ée titul6, y propagd para la siguiente ronda. A continuacion, se llevaron a
cabo dos l}rondas mas de clasificacion en solucion junto con aumento de la
severidad de la seleccién. La primera ronda fue para la seleccién dentro del indice
(“on-rate”) disminuyendo la concentracion de proteina objetivo biotinilada de 100
nM a5 nM.“z_‘ La segunda ronda era para la seleccion fuera de indice (“off-rate”)
agregando cantidades en exceso de proteina objetivo no biotinilada (100 veces
mas) para eliminar por competicion aglutinantes mas débiles a temperatura
ambiente. Asli‘mismo, se redujo la entrada de fago (0.1~0.5 OD/ml) para reducir la
unién de fago de fondo.

Se escogieron colonias de los screens de la cuarta ronda y se cultivaron
durante la noche a 37°C en 150 pl/pocillo de medio 2YT con 50 pg/ml de
carbenicilina y 1E10/ml de fago KO7 en placas de 96 pocillos (Falcon). De la
misma placa, Se escogid una colonia de fago parental infectado XL—-1 como un
control. Se rec@b,rieron placas Nunc Maxisorp de 96 pocillos con 100 pl/pocillo de
neutravidina (2‘!,‘ ug/ml) en PBS a 4°C durante toda la noche o temperatura
ambiente durante 2 horas. Las placas se bloquearon con 65 pl de 1% BSA durante
30 min y 40yl dé 1% Tween 20 durante otros 30 minutos antes del agregado de
proteina objetivo‘:_ biotinilada (2 pg/ml) y se incubd durante 15 min a temperatura
ambiente. ‘

El sobrenédante del fago se diluyd 1:10 en buffer de ELISA (ensayo de
inmunoabsorbenci"a vinculado con enzima) (PBS con 0.5% BSA, 0.05% Tween20)
con o sin proteina objetivo 10 nM en 100 pl volumen total y se incubd por lo menos
1 hora a temperatha ambiente en una placa F (NUNC) para utilizar en un ensayo
de competicién de punto Unico. Se transfirieron 75 ul de mezcla con o sin proteina
objetivo lado a lado a la proteina objetivo capturada por placas recubiertas con
neutravidina. La placa se agit6 suavemente durante 15 min para permitir la captura
de fago no unido a la proteina objetivo capturada en neutravidina. La placa se lavo
por lo menos cinco veces con PBS-0.05% Tween 20. La unién se cuantificod
agregando anticuerb_o anti-M13 conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HRP) en buffer de ELISA (1:5000) y se incubo durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las placas‘{ se lavaron con PBS-0.05% Tween 20 por lo menos cinco
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veces. Luégo, se agregaron al pocillo 100 pl/pocillo de una relacién 1:1 de sustrato
de 3,3',5,$'—tetrametilbenzidina (TMB) Peroxidasa y Solucién B de Peroxidasa
(H20,) (Kifkegaard-Perw Laboratories (Gaithersburg, MD)) y se incubé durante 5
minutos a‘:_temperatura ambiente. La reacciéon se detuvo agregando 100 pl de
acido fosfé;ico 1 M (H3PO,) a cada pocillo y se dejo incubar durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se determiné la DO (densidad optica) del color amarillo en
cada pocilld utilizando un lector de placas de ELISA estandar a 450 nm. Se calculé
la reducciér; de DO (%) mediante la siguiente ecuacién:

reduQcién de DO4sonm (%) = [(DO4sonm de pocillos con competidor) / (DO4sonm
de pocillo siﬁ competidor alguno)]*100.

En cdmparacién con la reduccion de DOussonm (%) del pocillo de fago
parental (100_%), los clones que tenian la reduccion de DOysonm (%) mas baja que
50% para tarfto el objetivo humano como el murino se escogieron para analisis de
secuencias. Se seleccionaron clones Unicos para preparacion de fago para
determinar lé afinidad de uniéon (ICso de fago) contra objetivo mediante
comparacion con clones parenterales. La mayoria de los clones mejorados por
afinidad fueron reformateados en IgG1 humana para produccién de anticuerpos y
adicional anélllisis cinético de unidén por resonancia de plasmén superficial
utilizando BlAcbre y otros ensayos in vitro o in vivo.

La secuéncia de la region HVR de cadena liviana y cadena pesada de
YW412.8, escobida de la genoteca de fago de diversidad natural, se muestra en
las Figuras 1(A) y 1(B). Adicionalmente, se secuenciaron también cinco
anticuerpos obtenidos de la maduracién por afinidad del anticuerpo YW412.8 y las
secuencias de HVR de cadena liviana y cadena pesada son también mostradas en
las Figuras 1(A) y 1(B). Las secuencias de aminoacidos de consenso de las |
regiones HVR de cadena liviana que exhibieron variabilidad en estos anticuerpos
fueron: HVR—L1:‘¥Arg Ala Ser Gin X; Val X3 X3 X4 X5 Ala (SEC ID NO: 17), donde
X1 se selecciona entre acido aspartico y valina, X, se selecciona entre serina y
alanina, X; se sélecciona entre treonina y asparagina, X, se selecciona entre
alanina y serina, y Xs se selecciona entre valina y leucina; HVR-L2: Xg Ala Ser
Phe Leu Tyr Ser (SEC ID NO: 18), donde Xg se selecciona entre serina y leucina;
y HVR-L3: GIn GIn X; Xg Xg X1o X141 X412 Thr (SEC ID NO: 19), donde X; se
selecciona entre s“_e‘rina, fenilalanina, glicina, acido aspartico y tirosina, Xs se
selecciona entre tirbsina, prolina, serina y alanina, Xy se selecciona entre treonina
y asparagina, X;g s:[e selecciona entre treonina, tirosina, acido aspartico y serina,

X41 se selecciona entre prolina y leucina y X, se selecciona entre prolina y
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treohina. Solamente la regién hipervariable de cadena pesada H1 exhibid
varié‘pb;ilidad entre estos anticuerpos, y la secuencia de consenso para esa region
era: "".‘HVR—H1: Gly Phe Thr Phe Xi3 Gly Tyr Xy4 lle His (SEC ID NO: 26), donde
Xi3 s:‘e selecciona entre serina y leucina y X4 se selecciona entre alanina y glicina.

| B. Clasificacion y Screening de Genotecas de Diversidad

" Sintética para Identificar Anticuerpos Anti-BACE-1

Las genotecas de anticuerpos sintéticas minimalistas con diversidad
quimiéa restringida en las regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
han s“‘ido construidas y se ha demostrado que son eficaces para obtener
aglutinllantes de anticuerpos de alta afinidad contra una variedad de proteinas
segun Io descrito previamente en Fellouse, F.A. et al. J. Mol. Biol. 373; 924-940
(2007). Una genoteca de diversidad sintética, designada la genoteca YSGX, se
utilizé Qara buscar un anticuerpo inhibidor contra BACE1 mediante clasificaciéon en
solucion. La inmunopurificacion (“panning”) para unién se llevd a cabo para cinco
rondas segl]n lo descrito mas adelante.

La genoteca para la clasificacion primaria, designada genoteca YSGX, se
construy6 segun lo descrito previamente utilizando un fagémido para exhibicién en
fago de Fab (pF1359) (Genoteca D en Fellouse, F.A. et al., J. Mol. Biol. 373: 924—
940 (2007)). La diversidad de la genoteca era de aproximadamente 2 x 10'°,

Pd_ra la maduracién por afinidad, las tres CDRL se aleatorizaron con CDRH
fija para éjones seleccionados derivados de la clasificacion primaria. Se emplearon
tres tiposide oligonucleétidos para la aleatorizacion. Tipo | emplea el codén de
degeneracion TMC que codifica solamente Tyr y Ser. Tipo Il emplea una mezcla
de fosforarhidita trimero habitual que contiene codones para Tyr, Ser, Gly y Trp en
relaciones ""equimolares. Tipo lll emplea una mezcla de trimero y fosforamidita que
codifica paf_a 10 residuos de aminoécidos en las siguientes relaciones molares: Tyr
(30%), Ser“‘(15%), Gly (15%), Trp (10%) y Phe, Leu, His, Asp, Pro, Ala, 5% cada
uno. Se introdujo una mutacién en los oligonucledtidos empleados para CDR-L3
de modo q‘]_ue el sitio Kpnl en el patron original fue silenciado luego de la
mutagénesié. La variacién de la longitud fue de 3 a 10 aminoacidos para CDR-L1,
7 aminoécidos para CDR-L2, y de 2-10 aminoacidos para CDR-L3. Los
oligonucleétidos fueron agrupados en conjunto apropiadamente para preparar el
conjunto final de oligonucledtidos, es decir, mezcla de todos los oligonucleétidos
L1, L2y L3 cc};n diferente longitud dentro de un tipo y luego mezcla de los tres tipos
en forma conj"‘unta como el conjunto de oligonucleétidos para CDR-L1, CDR-L2 y

CDR-L3, resﬁectivamente. Se empleo la mutagénesis de Kunkel para reemplazar
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todas las posiciones de CDR-LC. Después de la mutagénesis de Kunkel (Kunkel,
T.A. et al, Methods Enzymol. 154: 367-382 (1987)), el ADN fue purificado y
tratado con Kpnl a 37°C durante 3 h para digerir el ADN patrén. Luego, el ADN
purfficado fue sometido a electroporacioén para la construccion de genotecas.
' Seleccién de clones anti-BACE1 exhibidos en fago
Se empleé BACE-1 humana biotinilada (1—457 de SEC ID NO: 49) como un

antigeno para la clasificacion de genotecas. Para la primera ronda de
|

inmunopurificacion (“panning”), se incubaron 20 Og de BACE1 biotinilada con 1 mi
de i‘a genoteca a una concentracién de 1 x 10" pfu/ml a 4°C durante 1,5 h. Se
capturaron los fagos que se unian al objetivo durante 15 min con 200 0l
Dynabeads® MyOne Estreptavidina que habian sido previamente bloqueados con
buffer de Bloqueo (PBS, 0.5%(p/v) seroalbumina sérica). Se eluyd el fago unién
con/HCI 0.1 My se neutralizé inmediatamente con base de Tris 1 M. El fago eluido
fue iamplificado siguiendo el protocolo estandar segin lo descrito previamente
(Sidhu, S.S. et al. Methods Enzymol. 328: 333-363 (2000)). La segunda ronda se
llevé a cabo al igual que la primera ronda empleando 10 Og de BACE1 biotinilada
incubada con 400 Ol de fago amplificado. Para todas las rondas subsiguientes, se
incubaron 2 (g de BACE1 biotinilada con 400 0l de fago amplificado. El fago que
se unia a BACE1 biotinilada se capturé durante 15 min utilizando inmunoplacas
Maxﬁsorp Immunoplates (NUNC) que habian sido previamente recubiertas con
Neu"travidina o Estreptavidina (alternativamente entre rondas) y bloqueadas con
buffer de Bloqueo.

T Después de cinco rondas de seleccion, el fago fue producido de clones
indivfduales cultivados en un formato de 96 pocillos y los sobrenadantes de cultivo
se diluyeron tres veces en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), 0,5%
(p/v)“seroalbumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), 0.1% (v/v) Tween
20 (Sigma—Aldrich) (buffer PBT) para utilizar en un ELISA SPOT de fago. Los
sobrenadantes de fago diluidos se incubaron durante 1 h con BACE1 biotinilada
que - fue inmovilizada en Inmunoplacas de 384 pocillos recubiertas con
Neutravidina Maxisorp Immunoplates (NUNC). Las placas se lavaron seis veces
con PBS, 0.05% (v/v) Tween 20 (buffer PT) y se incubaron durante 30 min con
conjugado de peroxidasa de rabano picante / anticuerpo anti-M13 (dilucion 1:5000
en buffer de PBT) (GE Healthcare). Las placas se lavaron seis veces con buffer
de PT y dos veces con PBS, se desarrollaron durante 15 min con sustrato de

3,3',5,5'-tetrametilbenzidina/H,0, peroxidasa (Kirkegaard—-Perry Laboratories), se
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templaron con H3PO4 1.0 M y se ley6 la absorbancia espectrofotométricamente a
450 nm.

Seleccion de clones inhibidores anti-BACE1

La inmunopurificacién (“panning”) de la genoteca YSGX dio como resultado
la identificacion de 18 clones Gnicos los cuales se unen a BACE1. Ver la Figura
3. Las proteinas Fab correspondientes a estos clones se purificaron de la siguiente
~manera. Se introdujo un codén de detencion entre la cadena pesada y el gen 3 en
el fagémido que codifica el Fab. El fagémido resultante se transformé en la cepa
:34B8 de E. coli. Se cultivd una sola colonia durante toda la noche a 37°C en 30 ml
de medio LB suplementado con 50 Og/ml de carbenicilina. El cultivo hasta el dia
".Siguiente (5 ml) se inoculd en 500 ml de medio C.R.A.P. completo suplementado
con carbenicilina (50 0g/ml) y cultivado a 30°C durante 24 h. Las proteinas Fab se
purificaron utilizando perlas de agarosa de proteina A mediante métodos
convencionales. v
Los Fabs purificados fueron seleccionados para actividad inhibidora contra
BACE1 utilizando un ensayo de actividad enzimatica de HTRF segun lo descrito
ahteriormente. Fabs 2, 5, 8, 12, 14 y 19 fueron identificados como inhibidores de
BACE1 y Fab 23 identificado como un activador. Ver la Figura 5.

‘ Fabs 2, 5, 8, 12, 14 y 19 fueron adicionalmente caracterizados para
deferminar su epitopo de unién. El panel de Fabs purificados para los 6
anﬁicuerpos se empled para competir con el fago d exhibicion de Fabs individual
unido a BACE1 capturado por placas en un ELISA de competicién de fagos segun
lo descrito mas abajo.

Se recogieron colonias Unicas (en células XL1) de los clones seleccionados
y sé cultivaron en 1 ml de caldo de cultivo 2YT suplementado con 50 Og/m! de
carbenicilina, 10 dg/ml de tetraciclina y M13KO7 a 37°C durante 2 h. Se agregd
kanamicina (25 Cg/ml) al cultivo, el cual continué creciendo durante 6 h. El cultivo
fue tfansferido a 30 ml de caldo de cultivo 2YT suplementado con 50 Og/ml de
carbenicilina y 25 Og/ml de kanamicina y cultivado a 37°C durante toda la noche.
El fago se recolect6 y purificod segun lo descrito previamente (Sidhu, S.S. et al.
Methéds Enzymol. 328: 333-363 (2000)). El fago que exhibia Fabs purificado se
diluyé seriadamente en buffer de PBT y se analizé para determinar la union a
BACE1 inmovilizada sobre una placa. Se selecciond una concentracion de fago
fila que proporciona 80% de sefales de saturacién para el ELISA de competiciéon
subsig(uiente. La competicion se llevé a cabo incubando el fago que exhibia Fabs
de sub"{saturacién con diluciones seriadas de BACE1 durante 1 h y luego se
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trésfirié a la placa de BACE1 inmovilizada durante 15 min para capturar el fago no
unido. Luego, la placa se lavé 8 veces y el fago unido se detecté mediante HRP
anti-M13.

| Fab 5 purificado era competitivo con la unién de BACE1 a Fabs 8 y 12
exhibidos en fago, pero no con Fabs 2, 14y 19. En forma consistente con esta
infbnmacic')n, el Fab 8 purificado era competitivo con Fabs 5 y 12 exhibidos en fago.
Toi‘mados en conjunto, estos datos indican que Fabs 5, 8 y 12 se unen a los
mismos epitopos o a epitopos superpuestos en BACE1. Los Fabs 14 y 19 también
fuel“ron competitivos entre si en base al hecho de que cualquiera de estos dos
Fabs purificados era competitivo con fago que exhibia Fab 14 y 19. Esto sugirié
que.“ estos dos anticuerpos se unen al mismo epitopo o a epitopo superpuesto, lo
cua! difiere de aquel o aquellos para los Fabs 5, 8 y 12. En el ensayo de ELISA
con-fagos, el fago que exhibia Fab 2 no pudo ser eliminado por competicién por
ninguna de las proteinas de Fab purificadas, incluyendo el Fab 2 mismo, lo cual
sugiere que la unién entre Fab 2 y BACE1 era no especifica. Por consiguiente, el
Fab "‘2 fue excluido como un candidato para la maduracién por afinidad.

-~ Maduracioén por afinidad de clones inhibidores anti-BACE1

- Para mejorar la afinidad de union de los anticuerpos inhibidores
progenitores obtenidos por el proceso de inmunopurificacion inicial, nuevas
genotecas de fagos fueron designadas que aleatorizaban las tres CDR-LC de
Fabs:{5, 8, 12, 14 y 19. Estos cinco anticuerpos fueron divididos en dos subgrupos
en ba"‘se a sus diferentes epitopos — Fabs 5, 8 y 12 como grUpo 1y Fabs 14y 19
como'{ grupo 2. Se purific6 ADN de una sola hebra (ssDNA) para clones
individuales como patrones para la construccion de genotecas. Los patrones de
ssDNA del grupo 1 se agruparon en forma conjunta para la genoteca 1 de
maduracién por afinidad (designada LC-lib1), y el grupo 2 agrupado para la
genotépa 2 (LC—lib2). La diversidad quimica fue restringida dentro de las CDRs
aleatorizadas en base a la capacidad funcional de los aminoacidos naturales para
el reconocimiento molecular. Ver Birtalan, S. et al. Mol Biosyst. 6:1186—1194
(2010). La diversidad minimalista (cod6n binario Tyr y Ser), diversidad semi—
minima'.‘lista (codon ternario Tyr, Ser, Gly y Trp) y diversidad adicional con 10
aminoé";:idos involucrados se mezclaron a fin de lograr elevada afinidad. Dos
genotecas de maduracion por afinidad, LC-lib1 y LC-lib2, fueron construidas
empleahdo el mismo conjunto de grupos de oligonucleétidos para aleatorizar las
tres CDR—LC simultaneamente segldn lo descrito anteriormente. Para la

madura¢ién por afinidad, las tres CDR-LC (Region Determinante de
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Complementariedad — Cadena Liviana) fueron aleatorizadas con CDR-HC
(Regién beterminante de Complementariedad — Cadena pesada) fija para clones
seleccion‘{ados derivados de la clasificaciéon primaria.

El ‘a screening de las genotecas para la maduracion por afinidad de
anticuerpés inicialmente obtenidos se llevd a cabo similarmente segun lo descrito
anteriorménte. Las genotecas fueron clasificadas con BACE1 biotinilada en
solucién d:',urante 3 rondas, lo cual dio como resultado un enriquecimiento en la
union de ﬁés de 100 veces. Para la ronda 1, se incubaron 2 Og de biotina—BACE1
con la geﬁoteca de Fabs exhibidos en fago. Para las rondas 2 y 3, se incubé
BACE1 bidtinilada 20 nM y 5 nM con fago amplificado, respectivamente. Los
clones (96)'}‘de cada una de las dos genotecas se seleccionaron en un ELISA de
competicic’)n} de un punto, donde se emplearon 20 nM de BACE1 en solucidn para
competir coh la particula de fago de la unién a BACE1 de placa inmovilizada
segun lo descrito mas adelante.

Una placa inmovilizada con BACE1 se prepar6 capturando 2 Cg/ml de
BACE1 biotihilada durante 15 min utilizando una inmunoplaca de 384 pocillos
Maxisorp Immunoplate que fue previamente recubierta con 2 Og/ml de
Neutravidina a 4°C durante toda la noche y se bloque6 con Buffer de Bloqueo. Los
sobrenadanteé del cultivo de clones individuales cultivados en un formato de 96
pocillos se di!i;yeron 20 veces en buffer de PBT y se incubd con o sin 20 nM de
BACE1 a temfyeratura ambiente durante 1 h. La mezcla fue transferida a la placa
con BACE1 inmovilizada y se incubé durante 15 min. La placa se lavo seis veces
mediante buffe} PT y el fago unido fue detectado mediante HRP anti-M13 segln lo
descrito anteriormente. La relacion entre la sefial de ELISA del pocillo en ausencia
y presencia de BACE1 en solucién indica la afinidad del clon, donde las relaciones
mas altas indicaﬂn las afinidades mas altas.

Cinco clones de LC_lib1 tenian una relacion de >4 entre la sefial de ELISA
del pocillo en au‘)sencia de BACE1 y la sefial de ELISA del pocillo en presencia de
BACE1 y un cloh de LC_lib2 con relacién > 3. Dos clones, designados LC4 y 11,
fueron derivadosli de Fab5; tres clones, LC6, LC9 y LC10, de Fab 12, y LC40 de
Fab14 (Figura 6).

Para estimar la afinidad de estos 6 clones, se realizaron ELISAs de
competicion con ifago, segun lo descrito anteriormente, y se determinaron los
valores de ICs (Figura 7). Los valores ICso se determinaron ajustando los datos a

una ecuacién Iogistica de cuatro parametros desarrollada por Marquardt
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(Marquardt, D. W. SIAM J. Appl. Math. 11. 431-441 (1963)) utilizando
Kaleidagraph (Synergy Software) y se muestran a continuacién en la Tabla 2.

TABLA 2
Mejora de
ICSD nM afinidad en N°
\ de veces
FabID
Fabs* (20.7 x 9.5 1
IC4 [0.46 + 0.07 a5
IC11 |0.88 +0.14 24
Fab12* |45.3 + 31 1
1o |0.12 40.02 378
LC10 [0.12 £ 0.01 378
IC6 [0.12 £0.02 156
Fabl4™ (14.3 £ 2.5 1
1LC40 |4.7 £ 0.7 3

* . .
progenitor

Todosl los clones LC de hecho mostraron afinidad mejorada en
comparacion: con sus respectivos progenitores. Notablemente, la introduccion de
dos residuos"‘Trp en CDR-L2, mejoré la afinidad de derivados de Fab 12 en mas
de 100 veces'{ con respecto al progenitor.

Las pré;teinas Fab de 6 clones se purificaron y se sometieron a ensayo de
actividad enz‘limética por HTRF, segin lo descrito anteriormente. OM99-2
(CalBiochem@, catalogo #496000), un inhibidor peptidico de BACE1, se utilizo
como un control. Para los anticuerpos con Fab 5 como progenitor, Fab LC 4
mostré una inﬁibicién mejorada significativa, mientras que LC11 perdié actividad
de inhibicién. LC 40, derivado de Fab14, también perdi6 su actividad de inhibicién.
Los derivados "‘con afinidad mejorada de Fab 12, Fabs LC 6, LC 9 y LC10, en -
general mostraron una mejora de aproximadamente 20 veces en su actividad de
inhibicién (Figuta 8). En base a este ensayo, Fab LC 6 fue el mejor inhibidor y
mostré una inh‘:libicién de casi el 100% de la actividad enzimatica, mientras que
otros Fabs eran inhibidores parciales, con un grado de inhibiciébn de
aproximadamen‘ite 60-70% (Figura 8). Los valores de ICs, para los diversos Fabs
analizados se rﬁuestran a continuacién en la Tabla 3. La ICsy OM99-2 fue 11nM
en este ensayo. ‘.‘
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TABLA 3
IC50
Fab ID (nM)
Fab5* 130
LC4 480
LC11 n.d.
Fab12* n.d.
LC9 140
LC10 180
LC6 160
Fab14* 740
LC40 n.d.

*progenitor

La secuencia de las regiones HVR de cadena liviana y pesada de Fab12 se
m‘;‘uestra en las Figuras 2(A) y 2(B). La secuencia de HVR de cadena liviana y
pesada de tres anticuerpos producidos mediante maduracién por afinidad de Fab
1213 también se muestra en las Figuras 2(A) y 2(B). Solamente la HVR-L2 de
cadena liviana exhibié variabilidad en estos anticuerpos: HVR-L2: X5 Ala Ser Xy
Leu Tyr Ser (SEC ID NO: 41), donde X5 se selecciona entre serina, triptéfano y
tirosina y X146 e selecciona entre serina y triptéfano. Cada una de las tres regiones
HVR de cadena pesada era idéntica en los cuatro anticuerpos.

Los Fabs fueron clonados como anticuerpos IgG para utilizar en otras
aplilc:aciones de la siguiente manera. Los dominios variables de cadena liviana y
cadena pesada de los Fabs seleccionados se clonaron en un plasmido basado en
pRK{S con dominio constante de cadena liviana o cadena pesada humana (IgG1
hum?na) para la expresién de IgG transitoria en célula 293T o células de ovario de
hamster Chino (CHO). Las proteinas de IgG se purificaron empleando perlas de
agarésa de proteina A mediante métodos estandares.

'EJEMPLO 2: CARACTERIZACION ADICIONAL DE ANTICUERPOS
ANTI-BACE1
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Segun lo descrito anteriormente los anticuerpos fueron identificados en
términos de funcion y unién al epitopo en BACE1. Los anticuerpos progenitores y
madurados por afinidad fueron adicionalmente caracterizados empleando los
ensayos descritos a continuacion.

A. Cinética de Union

Se evalud la cinética de union de YW412.8.31. Brevemente, se midieron las

 afinidades de union de IgGs anti-BACE1 mediante resonancia de plasmon

. superficial (SPR, por sus siglas en inglés) utilizando un instrumento BlAcore™- -

| 3000. Se captur6 1gG humana anti-BACE1 YW412.8.31 mediante anticuerpo Fc
~antihumano de raton (GE Healthcare, cat# BR-1008-39) recubierto con chips
| biosensores CM5 para lograr aproximadamente 100 unidades de respuesta (UR).
Para las mediciones de la cinética, se inyectaron diluciones seriadas de dos veces
(0.98 nM a 125 nM) de ECD de BACE1 humana o ECD de BACE1 murina
| (aminoacidos 1-457) en buffer de PBT (PBS con 0.05% Tween 20) a 25°C con un
‘indice de flujo de 30 Ol/min. Se calcularon los indices de asociacion (kon) Y los
'indices de disociacion (kofr) utilizando un modelo de unién Langmuir uno a uno
'simple (Programa Informatico de Evaluacién BlAcore™ Evaluation Software
lversion 3.2). Se calculd la constante de disociacién en equilibrio (Kp) como la

relacion kof/kon. LOs resultados de la unién de YW412.8.31 a pH 7.0 se muestran
en la Tabla 4.

' TABLA 4 — Valores de cinética de union para anticuerpos anti-BACE1 segun lo
medido por BIAcore™

ANTICUERPO | TIPO DE Kon (M7'S™) [ Korr (87 Kp (M)
BACE1 |

YW412.8.31 Humana 1.1x10° 3.1x10™ 2.9x107

| 1.05x 10° 1.39x 107 1.32x107°

YW412.8.31 Ratén 1.4 x10° 29x10™* 2.1x107

% 1.01x 10° 141x10™*  |1.4x107°

YW412.8.31 Coneijillo de 1.0x10° 2.7 x 107 26x10~°

| Indias
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La union de YW412.8.31 a BACE1 fue confirmada a ambos pH 7.0 y 5.0.
Esto es f_mportante ya que BACE1 es optimamente activa a pH 4&cido,
supuestam?nte en vesiculas endociticas y/o la red del trans—Golgi.

B. Ensayos de Inhibicion In Vitro

Adicionalmente, se evalud la capacidad de los anticuerpos para modular la
actividad proteolitica de BACE1 sobre ciertos sustratos de BACE in vitro utilizando
dos ensayos de actividad: el ensayo de HTRF y un ensayo electroforético capilar
microfluidiccl) (MCE) con el dominio extracelular recombinante humano de BACE1.

Se e\}alué el anticuerpo anti-BACE1 YW412.8.31 madurado por afinidad en
un ensayo de HTRF.segl’m lo descrito en el Ejemplo 1. Un inhibidor peptidico “
sintético de “BACE1, OM99-2 (CalBiochem®, Catalogo # 496000), un inhibidor de
pequefa molécula de BACE1 (inhibidor IV de p-Secretasa, CalBiochem®,
Catalogo #5657688) y un anticuerpo IgG el cual no se une a BACE1 se emplearon
como controles. Ver la Figura 9 (Panel A) (péptido largo). Adicionalmente, también
se llevaron ‘1 a cabo reacciones utilizando un péptido FRET corto (Rh-
EVNLDAEFK—tempIador (SEC ID NO: 54), Invitrogen) de manera idéntica a las
reacciones de HTRF. Los productos fluorogénicos resultantes de las reacciones
de control sé midieron como anteriormente, pero a una longitud de onda de
excitacion de 545 nm y una longitud de ondas de emision de 585 nm. Los datos
obtenidos fueron analizados empleando GraphPad Prism 5™ (LaJolla, CA). Ver la
Figura 9 (Panel A) (péptido corto).

Las reacciones del ensayo MCE se llevaron a cabo en un volumen final de
20 pL por pocillo en una microplaca de 384 pocillos. Una reaccién enzimatica
estandar, iniciifada mediante la adicién de 10 pyL 2X de sustrato a 5 plL de 4x
enzimay 5 mL de 4x compuesto, que contenia 12 nM de dominio extracelular de
BACE"1 humanlia, péptido de sitio activo de beta secretasa proteina precursora del
amiloide 1 mM (FAM-KTEEISEVNLDAEFRWKK—-CONH, (SEC ID NO: 55)), 50
mM de NaOAc“pH 4.4y 0,1% CHAPS. Se emplearon las mismas condiciones de
reaccién para el dominio extracelular de enzima BACE2 humana (5 nM) y el
dominio extracllelular de Catepsina D (6 nM, Calbiochem®). Luego de la
incubacién durante 60 minutos a temperatura ambiente, el producto y sustrato en
cada reaccion fue'ron separados utilizando un chip 12-sipper de microfluidica
analizado en un LC3000® (ambos, Caliper Life Sciences). La separacion del
producto y el sustrato fue optimizada escogiendo voltajes y presion utilizando el

programa informatico de optimizacién del fabricante. El buffer de separacion -
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contenia HEPES 100 mM pH 7.2, 0.015% Brij-35, 0,1% de reactivo de
recubrimiento #3, EDTA 10 mM y 5% DMSO. Las condiciones de separacion
emplearén un voltaje corriente abajo de -500V, un voltaje corriente arriba de —
2250V y una presion de screening de -8,16 kPa (-1,2 psi). Se excit6 una
quoresceincia del producto y sustrato a una longitud de onda de 488 nm y se
detect6 a una longitud de onda de 530 nm. Se calculd la conversién del sustrato
del electrbferograma utilizando un programa informético Analizador de Pocillos por
HTS (“HTS Well Analyzer software”) (Caliper Life Sciences).

Los resultados de los ensayos de HTRF y MCE, utilizando el anticuerpo
YW412.8.§1, se muestran en la Figura 9. La ICso observada de este anticuerpo en
el ensayo-de péptido largo fue de 1.7 nM, alcanzando una inhibicion maxima del
77%. Adicionalmente, el anticuerpo YW412.8.31 tenia una ICsy en el ensayo de
péptido corto de 17 nM. Por anadidura, el anticuerpo anti-BACE1 YW412.8.31
inhibié la ‘1 actividad de BACE1 con una ICs; de 80 pM en el ensayo de
electroforeéis capilar de microfluidica, y no inhibié6 BACE2 humana o catepsina D,
una aspartfl proteasa lisosomica. El andlisis de SPR del anticuerpo YW412.8.31
también confirmé que el anticuerpo no se une a BACE2, la proteasa mas
altamente relacionada con BACE1. Estos datos en conjunto indican que el
anticuerpo "-‘YW412.8.31 es un antagonista de BACE1 potente y selectivo. Se
realiz6 una caracterizacion adicional de este anticuerpo para comprender mejor su
funcién. ‘

C. Eﬁsayos de inhibicidn a base de células

Para determinar si la accion inhibidora in vitro observada de los anticuerpos
anti-BACE1" sobre el procesamiento de APP también estaba presente en un
contexto celular, se realizaron estudios in vivo. Se evalué la capacidad de los
anticuerpos de inhibir la produccion de ARy en células 293—HEK que expresan
establemente proteina precursora del amiloide humana tipo salvaje de la siguiente
manera. Se sémbraron células 293-APP"T durante toda la noche a una densidad
de 3 x 10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se incub6 50 pl de medio
fresco (DMEM + 10% FBS) que contenia un anticuerpo anti~-BACE1 o un
anticuerpo IgG1 control con las células durante 24 horas a 37°C. También se
emple6 un inhibidor de BACE1 de pequefia molecula triciclico (BACE1 SMI) como ‘
un control ((Qompuesto 8e — Charrier, N. et al. J. Med. Chem. 51:3313-3317
(2008)). EI m"‘edio celular se recolecté y evalud para determinar la presencia de

AB14o utilizando un ensayo HTRF® de AP (CisBio) de acuerdo con las
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instﬁucciones del fabricante. Los valores de AB14o fueron normalizados para la
viabilidad celutar, segun lo determinado utilizando el Ensayo de Viabilidad Celular
Lum‘:“_in~iscente CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega). Los
expé_rimentos se llevaron a cabo por lo menos tres veces, y cada punto en cada
expe}imento fue repetido por duplicado. La informacion fue trazada utilizando un
progfama de ajuste de curva de regresion no lineal de cuatro parametros
(Kalei_dagraph, Synergy Software).

. Se llevaron a cabo estudios similares en ganglios de raices dorsales,
neurohas corticales y neuronas de hipocampo aislados de ratones. Brevemente,
se prepararon cultivos neuronales disociados de ganglios de raiz dorsal (DRG, por
sus sig!as en inglés) E13.5, neuronas corticales E16.5 y neuronas de hipocampo
E16.5. Las neuronas fueron cultivadas durante cinco dias in vitro. Se incubé medio |
nuevo que contenia anticuerpo anti-BACE YW412.8.31 o IgG1 control con las
neuronas durante 24 horas. Se recolecté el medio y se evalud para determinar la
presen¢ia de AB4o utilizando el kit Ultrasensible a AR40 de Roedor / Humano (4G8)
de MSD® de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los valores de AB4o
fueron r‘;ormalizados para viabilidad celular, segin lo determinado utilizando el
Ensayo de Viabilidad Celular por Luminiscencia CellTiter—Glo Luminescent Cell
Viability Assay (Promega). El experimento se llevé a cabo por lo menos tres veces,
y cada pﬂnto fue repetido por duplicado. Los datos fueron trazados empleando un
programé de ajuste de curva de regresion no lineal de cuatro parametros
(Kaleidagfaph, Synergy Software).

Todos los anticuerpos anti-BACE1 analizados (LC6, LC9, YW412.8,
YW412.8.30, YW412.8.31 y YW412.8.51) inhibieron la producciéon de ABq14o en
células 293 que expresan APP en comparacion con un inhibidor de anticuerpo IgG
no BACE 1 (Xolair®). Ver la Figura 10.

Corﬁo se muestra en la Figura 11, el anticuerpo anti-BACE1 YW412.8.31
inhibi6 la produccién de ABig en células 293 que expresan APP hasta un grado
similar al dpntrol de SMI de BACE1, con una ICso de 17 nM y una reduccion
maxima de ~90%. Se obtuvo un resultado similar en neuronas de DRG, con una
reduccion = de aproximadamente 50% en la produccién de APf4 a las
concentracidnes mas altas de YW412.8.31, y una ICso de 8.4 nM. EJ anticuerpo
anti-BACE1 YWA412.8.31 también inhibi6 Ia produccion de AB4 en neuronas
corticales y de hipocampo con una ICsy de 2.3-2.6 nM. Estos hallazgos indican

que los anticuerpos anti-BACE1 funcionaron de manera similar en celulas a lo
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observado previamente in vitro. Por afiadidura, el anticuerpo YW412.8.31 parece
‘; mostrar la mejor potencia en neuronas del SNC.
| D. Localizacién Intracelular de Anticuerpo Anti-BACE1

Se sabe que BACE1 es expresada intracelularmente, particularmente en el
‘LGoIgi. Para determinar su YW412.8.31 interactta o no con BACE1 en un
l‘-_medioambiente intracelular, se realizaron estudios de internalizacién. Se prepard
un conjunto de cultivos neuronales de explantos de ganglios de raiz dorsal E13.5
(DRG), y se preparé un segundo conjunto de cultivos neuronales de neuronas
c:;o‘rticales disociadas E16.5 de ratones BACE1 +/+ o BACE1 —/- y se cultivaron
ci‘urante 24 o 72 horas, respectivamente, a 37°C. Se agregd medio que contiene
a‘nticuerpo anti-BACE1 YW412.8.31 0.5 uM a los cultivos durante periodos de
tiémpo que varian desde 30 minutos hasta 2 horas, y se incubd a 4°C o 37°C. El
arﬁticuerpo no unido se lavé vigorosamente con PBS después del tratamiento. Los
cu'f‘ltivos se fijaron con 4% paraformaldehido durante 20 minutos a temperatura
ambiente, y las muestras seleccionadas también se permeabilizaron con 0,1%
Triton X—100. Se detecté el anticuerpo unido utilizando un anticuerpo IgG1 anti-
huﬁnano conjugado a Alexa 568 secundario (Molecular Probes) de acuerdo con las
insfrucciones del fabricante.

| La mayoria de la sefial de anticuerpo se encontré que estaba internalizada -

en I‘{‘as muestras de temperatura elevada. Como puede verse en la Figura 12(B),
BACE1 puede ser detectada intracelular ente en axones de DRG a 37°C cuando
las ¢élu|as son permeabilizadas para permitir la deteccion de anticuerpo anti-
BAC“"E1 YW412.8.31 con el anticuerpo secundario. A la inversa, cuando DRGs son
incuﬁados en frio a 4°C para evitar la internalizacion, o cuando las células no son
perméabilizadas para permitir la deteccién intracelular de YW412.8.31, se detecta
muy boca BACE1 en la superficie celular. La internalizacion de! anticuerpo en
neurohas dependia de la unién de BACE1, porque era detectable solamente en
neuroﬁ)as corticales de animales BACE1 +/+, pero no en neuronas de animales
BACE1—/—(comparar los paneles central y derecho de la Figura 12(C)).

Adicionalmente, las neuronas corticales de raton fueron cultivadas en
present;ia de anticuerpo anti-BACE1 YWA412.8.31 o una IgG control durante 10
minutoé 0 3 horas, después de lo cual el anticuerpo fue detectado por
inmunotincion. Los cultivos neuronales se prepararon a partir de neuronas
codicalés disociadas E15.5, y se cultivaron durante 14 DIV. Se agregé medio que
contenia 1 OM de YW412.8.31 a cultivos durante 10 minutos a 3 horas, y se

.incubé a'l_‘ 37°C. El anticuerpo no unido se eliminé por lavado vigoroso con HBSS
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después del tratamiento. Los cultivos se fijaron con 2% de paraformaldehido
durante 10."2,‘minutos a Ta, y luego se permeabilizaron con 0,1% Triton X-100, o no.
El anticuerbo unido se detectd utilizando un anticuerpo secundario de IgG1 anti-
humana conjugado a Alexa 568 (Molecular Probes). Se analizé la localizacion de
YW412.8.3i en células no permeabilizadas, para ver cuanto se habia unido sobre
la superficie:i:de las células, asi como también en células permeabilizadas para ver
cuanto antidperpo se habia internalizado. La mayoria de la sefial de anticuerpo
detectada eétaba localizada intracelularmente, observandose tincion de anticuerpo
escasa sobre la superficie celular (Figura 12(A)). La internalizacién era evidente
después de sblo 10 minutos de tratamiento con YW412.8.31, lo cual sugiere que el
anticuerpo es l]absorbido activamente por los endosomas tempranos. Gran parte de
la sefal de YW412.8.31 punteado lo cual indica que estaba contenido
probablementé dentro de las vesiculas.

Para identificar mejor los compartimientos subcelulares en los cuales se
localizada YW412.8.31, hemos tefiido en forma conjunta con marcadores de
diferentes conﬁ‘partimientos vesiculares: endosomas tempranos (receptor de
transferrina, TfR), red del trans—golgi (TGN) (VAMP4), y lisosoma (LAMP1). Las
celulas fueron teﬁidas en forma conjunta con anti-TfR (Novus, Cat#NB100-
64979), anti—VAMP4 (Novus, Cat#¥NB300-533) o anti~LAMP1 (BD Pharmingen,
Cat#553792). La inmunorreactividad de YW412.8.31 fue co-localizada con
marcadores para‘\lendosomas temprano y TGN, pero no lisosomas (Figura 12(A)).
Este patron es consistente con la localizacion de anticuerpos en compartimientos
donde BACE1 es activa.

EJEMPLO = 3: CARACTERIZACION DE SITIO DE UNION DE _
ANTICUERPOS ANTI-BACE1

Se llevaron a cabo estudios adicionales para identificar el sitio de union de
ciertos anticuerpoé ant—-BACE1 a BACE1 humana. En un conjunto de
experimentos, se évalué la union de los anticuerpos a BACE1 (hBACE1) en
presencia o ausend_ia de peéptidos de unién a BACE1 de sitio activo o exositio
conocidos para dete%minar que anticuerpos demostraban union competitiva. En un
segundo conjunto del'; experimentos, un Fab anti-BACE1 fue co-cristalizado con el
dominio extracelular’ de BACE1 humana para determinar el sitio de unién
tridimensional. |

A. Unién Competitiva

Como un metodo indirecto para determinar el sitio de unién en BACE1 de

los anticuerpos antl—BACE1 de la invencion, se realizé6 un ELISA competmvo
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Breve‘.‘mente, el anticuerpo YW412.8 IgG (1ug/ml) fue recubierto sobre
inmur{oplacas de 96 pocillos NUNC Maxisorp durante toda la noche a 4°C y se
bloquéé a temperatura ambiente durante 1 hora con buffer de bloqueo PBST (PBS
y 1°ABSA y 0.05% Tween 20). Se incubaron diluciones seriadas de anticuerpo
anti-BACE1 YW412.8 o un péptido de unibn a hBACE1 con una cantidad
predeterminada de hBACE1 biotinilada y se incubd a temperatura ambiente
duranté 60 minutos. Luego se agregaron las diluciones seriadas a una placa
revestida con YW412.8 y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteribrmente, las placas se lavaron con buffer de lavado (PBS con 0.05% T—-20)
y se deéarrollaron mediante la adicion de estreptavidina etiquetada con peroxidasa
de rébaﬁo picante (HRP) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, las
placas se lavaron y desarrollaron con sustrato de tetrametilbenzidina (TMB). Se
midié la union de estreptavidina conjugada a HRP a hBACE1 biotinilada capturada
auna Ioﬁgitud de onda de 630 nm utilizando técnicas convencionales.

Para determinar la concentracion 6ptima de la proteina objetivo biotinilada
empleadé para el ensayo de ELISA de competicion antes mencionado, se
revistieroh inmunoplacas Maxisorp de 96 pocillos NUNC y se bloquearon segun lo
descrito anteriormente. Se incubaron diluciones seriadas de objetivo biotinilado
con placéﬂs revestidas con anticuerpo durante 30 min. a temperatura ambiente. A
continuacién, las placas se lavaron con PBST, seguido por incubacién con
estreptaviaina conjugada a peroxidasa de rabano picante durante 30 minutos a
temperatuf’a ambiente. La deteccion de la sefal de union era segun lo descrito con |
anterioridad Los datos fueron trazados utilizando un programa de ajuste de curva
de regresién no lineal de cuatro parametros (Kaleidagraph, Synergy Software). La
concentrac'ién de subsaturacion de hBACE1 biotinilada se determiné del ajuste de
curvay se é:;plicé al ELISA de competicion antes mencionado.

Segljn lo esperado, YW412.8 compiti6 consigo mismo por la unién a
hBACE1 (Figura 13). No se observé competicién alguna entre YW412.8 y un
péptido inhibidor de sitio activo OM99—2 (CalBiochem®, catalogo #496000). Se
observé corﬁpeticién entre los anticuerpo anti-BACE1 LC6 y YW412.8 y un péptido
de union al exositio conocido, BMS1 (Péptido 1 de Kornacker et al., Biochemistry
44:11567~-11572 (2005)). Combinados, estos resultados sugieren que YW412.8 se
une a un exositio de BACE1 diferente del sitio activo de BACE1 para la disociacion
de APP. La “forma de las curvas en la Figura 13 sugiere que YW412.8, LC6 y
BMS1 puedeh tener sitios de union superpuestos en BACE1.
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B. Estructura Cristalina

Para comprender mejor la interaccion del anticuerpo YW412.8 con BACE1,
el Fab YW412.8.31 fue cocristalizado con el dominio extracelular de dominio
‘{extracelular de BACE1 recombinante humana.

Expresion y Purificacion Proteica

| La expresion y purificaciéon proteica de ADN de BACE1 (aminoacidos 57—
453 de SEC ID NO: 49) con etiqueta His6 C terminal (SEC ID NO: 210) se
sintetiz6 mediante Blue Heron, se clon6 en el vector pET29a(+)(Novagen), y se
transformo en células BL21(DE3) (Invitrogen). La expresion se llevé a cabo a 37°C
dL}xrante 4 horas con induccién con B-D-1-tiogalactopirandsido de isopropilo
(lPTG) 1mM . Las ceélulas se lisaron con microfluidificador y se aislaron cuerpos
de{inclusién (que contenian BACE1) y se lavaron dos veces con buffer TE (Tris 10
mM pH8.0 y acido etilendiaminatetraacético (EDTA) 1 mM). Se llevd a cabo la
solubilizacion proteica utilizando urea 7.5 M, AMPSO 100 mM pH 108 y B-
mercaptoetanol (BME) 100mM a temperatura ambiente durante 2 horas antes de
la centrifugacién a 12.000 rpm durante 30 min. Luego, el sobrenadante se diluyo
con urea 7.5 M, AMPSO 100 mM pH 10.8 para lograr una DOjg de
apro),gimadamente 1.56-2.0. Se realiz6 el replegamiento proteico diluyendo en
primér lugar la BACE1 solubilizada 1:20 en agua fria, luego agitando suavemente -
la mi;estra a 4°C durante 3 semanas para permitr que se produzca el
repleglamiento. La purificacion de BACE1 replegada involucré 3 pasos de
cromatografia en columna. En primer lugar, BACE1 se cargd sobre una columna
50 ml Q sepharose Fast Flow (GE Healthcare) pre-equilibrada con Tris 20 mM pH
8.0 y urea 0.4 M, y se eluyé con un gradiente de sal de NaCl 0-0.5 M. Se
agruparon fracciones pico, se diluyeron 5 veces con buffer Tris 20 mM pH 8.0, y se
cargaron sobre una columna SourceTM15Q (GE Healthcare). Se empled un
gradiente de NaCl 0-0.3 M para eluir BACE1. Las fracciones que contenian
proteina BACE1 se agruparon, concentraron y purificaron adicionalmente sobre
una colurhna Superdex™ S75 (GE Healthcare) en Hepes 25 mM pH 7.5, NaCl 150
mM.

El Fab de YW412.8.31 fue expresado en E. coli y la pasta celular se
descongelé en PBS, EDTA 25 mM y PMSF 1 mM. La mezcla se homogenizo, se
pas6 dos veces a través de un microfluidizador, y se centrifugé a 12.000 rpm
durante 60 }min. Luego, el sobrenadante se cargé sobre una columna de Proteina
Gab ml/rﬁ‘in. La columna se lavé con PBS hasta linea basal y la proteina se

eluyé con acido acético al 0,58%. Las fracciones que contenian el Fab de
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‘l YW412.8.31 se agruparon y cargaron sobre una columna SP-sepharose
equilibrada con MES 20 mM, pH 5,5, y el Fab eluy6é con un gradiente de sal de
‘aNaCI 0 a 0.25 M. El Fab fue adicionalmente purificado sobre una columna
}SuperdexTM S75 en Hepes 25 mM pH 7,5 y NaCl 150 mM.
‘ Cristalizacidn
La proteina BACE1 purificada (aminoacidos 57 a 453 de SEC ID NO: 49) se
rjnezclé con Fab de YW412.8.31 purificado a una relacién molar 1:1,5 (exceso de
F‘zab). El complejo se incubé durante 1 hora sobre hielo y se purificé sobre una
c“olumna de filtracién en gel S200 26/60 (GE Healthcare) para separario del Fab en

exceso. Luego, el complejo se concentrdé hasta 15 mg/ml. Se realizé la

cristalizacion mediante el método de difusion de vapor por gota posada con 1pl de
Ia“\‘solucién del complejo BACE1/Fab mezclada con 1ul de solucién en pocillo que
co‘ntenia 20% PEG 4000, Tris 0.1M pH 8.5 y acetato sodico 0.2M. Luego, se
indubaron las gotas de cristalizacion a 19°C. Aparecieron cristales después de 4
dia“s y continuaron creciendo durante 2 dias mas. A continuacion, los cristales
fue“‘ron recolectados y sometidos a congelamiento flash en una solucién

crio“protectora que contenia licor madre y glicerol al 20%.

Recopilacion de datos y determinacion de estructura

Se recolectaron los datos de difraccion utilizado un haz de rayos C
mor{‘ocromético (12658.4eV) en la linea de haz 7-1 de the Stanford Synchrotron
Radfation Facility (SSRL). El dispositivo de deteccién por rayos X era un detector
de QCD ADSC quantum-315 colocado 430 mm alejado del cristal. Se aplico el
méto@o de rotacién a un solo cristal para la recoleccién del conjunto de datos
comp"‘ileto, con 0,5° de oscilacién por marco y tamafio de cufia total de 180°.
Luegq, los datos fueron indexados, integrados y llevados a escala utilizando el
programa HKL2000® (HLK Research, Inc.).

I'.ILa estructura se resolvio utilizando el método de reemplazo molecular (RM)
con el:k programa Phaser (Read, R.J., Acta Cryst. D57:1373—-1382 (2000)). Los
r'e‘sultaidos del calculo del coeficiente de Matthews indicaron que cada unidad
asimétﬁica estaba compuesta por un complejo de BACE1/Fab y 48% de solvente.
Por lo tanto, el calculo de RM se dirigia a la busqueda de un conjunto de tres
subunidlades que incluian los dominios N y C del Fab, y el dominio extracelular de
BACE1 '\\ Los dominios de Fab de terminal N y C fueron sometidos a btisquedas por
separadb para posibilitar un angulo de codo flexible. Los modelos de busqueda de

subunidédes de Fab fueron derivados de la estructura cristalina del complejo

l
|
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HGFA/F%b (cédigo PDB: 2ROL, Wu, Y. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
104:197$4—19789 (2007)). ElI modelo de busqueda de BACE1 es del cddigo de
PDB de éstructura de BACE1 publicado: 1FKN (Hong, L. et al. Science 290:150-
153 (200¢)). Los cambios conformacionales significativos se llevaron a cabo en la
interface [3ACE1/Fab. La reconstruccién manual se realizd con el programa COOT
(Crystallodlraphic Object-Orientation Toolkit) (Emsley & Cowtan, Acta. Cryst.
D60:2126J2132 (2004)). El refinamiento estructural se llevo a cabo iterativamente
con el proérama REFMACS (Murshudov, G.N., et al., Acta Cryst. D53:240-255
(1997)) vy l‘:lPHENIX (Python-based Hierarchical Environment for Integrated
Xtallography) (Adams, P.D. et al. Acta. Cryst. D66:213-221 (2010)) utilizando las
funciones oﬂ.jetivo de maxima probabilidad, para lograr un factor R final de 0.221 y
un Riipre de Oll.‘:274. Las estadisticas de refinamiento estructura son mostradas en la

Tabla 5.

l: TABLA 5 - Estadisticas de Datos Cristalograficos

Recoleccion de
\ datos
l‘\ Grupo espacial P2,
a=46,1A,
Unidad celular b=75,5A,c=112,0A,
a=90° b=99,8° g=90°
Resolucion 30-2,8A
Numero total de
reflexiones 04939
Complecion 97,9% (84,4%)°
Redundancia 3,5 (2,5)
l/o 10,8(2,0)
Rsym' 0,112 (0,366)
Refinamiento
Rango de resolucién 30-2,8A
Rerist® / Rlibre* 0,221/0,274
Tamario de conjunto 5% de reflexiones
de ensayo R libre observadas
Atomos no hidrégeno 6324
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\ Moléculas de agua 94

| Promedio B, total 37,3

l\ Proteina 37,6

\i Agua 29,7

‘ﬁ Ir(.)r:ilt:des de enlace 0.003A
angulos r.m.s.d.. 0,705°

'Rsim = D]Ihi“‘— Inl/Olni , donde Iy es la intensidad llevada a escala de la i-ésima
observacién ‘.lrelacionada con la simetria de reflexion Ay |, es el valor medio.

?| os valores éntre parentesis son de la capa de mayor resolucion la cual es (1.97

_1.90A).

*Rcrist = Dh|Fiph — Fen| /0nFon, donde Fon ¥y Fen son las amplitudes del factor de
estructura observadas y calculadas para reflexion h.

*El valor de Rlibre es calculado para 5% de reflexiones seleccionadas al azar no
incluidas en el refinamiento.

El cristalﬂdifractado y la estructura fue refinada a una resolucion de 2.8A. La
estructura total ﬁe la BACE1 en el complejo se asemeja en gran parte a su forma
libre (Hong et él., Science 290:150-153 (2000)) la cual puede ser alineada con
0.63A RMSD en:‘-: las posiciones atdmicas Ca de 96% (373/385) de los residuos. El
Fab de YW412.8.31 cubre un area superficial de ~840A? en la superficie molecular
de BACE1 y no‘i‘se une en la proximidad del sitio activo. El epitopo comprende
elementos estructurales denotados por Hong et al. (Science 290:150-153 (2000))
como lazo C (éminoécidos 315-318 de BACE1 de longitud completa), D
(aminoacidos 331‘;—335 de BACE1 de longitud completa), y F (aminoacidos 370-
381 de BACE1 dé longitud completa), los cuales estan cercanamente ubicados en
el espacio tridimensional. Adicionalmente, la parte de BACE1 en la proximidad del
sitio de union de:g YW412.8.31 adopté un cambio conformacional, y dio como
resultado un puntaje complementario de forma de 0.71, consistente con una unién

fuerte. Se cree que el cambio conformacional inducido por el anticuerpo contribuye
con la inhibicién alostérica de la actividad de la secretasa.

El Fab unid¢ a un exositio distal al sitio activo de BACE1 para proteina
precursora del amiloide, parcialmente se superpone a un exositio previamente

identificado como e'\ll sitio de unién para un panel de péptido de union a BACE1
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(Kornacker et al., Biochemistry 44:11567-11572 (2005) (Figura 14). Tanto la
cadena pesada como la cadena liviana estan involucradas en la interaccion
(Figura 15). A diferencia de la forma libre, donde la region de epitopo de BACE1
es mas dinamica segun lo indicado por factores de temperatura elevada, la
estructura unida al anticuerpo es estabilizada en una conformacién Gnica, la cual
deforma los sitios P6 y P7 (Turner ef al., Biochemistry 44:105-112 (2005)) de la
secretasa. En forma adyacente a esos sitios, los aminoacidos 218-231
(AGFPLNQSEVLASV (SEC ID NO: 126) de SEC ID NO: 49 (residuos 157-170 en
Lin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:1456-1460 (2000) (la numeracién de
aminoacidos comienza en el dominio de la proteasa madura de BACE1)), que
-adoptan una estructura de hélice a en el complejo unido al sustrato, se convierten
en un lazo al azar en el complejo del anticuerpo, lo cual impacta adversamente
sobre la disociacién proteolitica de APP, quizas evitando que APP llegue a la
hendidura catalitica de BACE1 en forma competente catalitica. El epitopo
estructural incluye los residuos de aminoacidos de BACE1 que contienen uno o
rﬁ_és atomos ubicados dentro de una distancia de 4 angstroms desde cualquier
pérte del Fab de YW412.8.31 en la estructura cristalina. Los residuos de Cadena
liviana de Fab pertenecen a la cadena L, y los residuos de cadena pesada de Fab
pertenecen a la cadena H en la Tabla 6 que aparece a continuacion. La
nuﬁneraci()n de residuos para aminoacidos de BACE1 se basa en la secuencia de
longitud completa de BACE1 (SEC ID NO: 49). La numeracién de residuos para
los aminoacidos de Fab se basa en el esquema de numeracién de Kabat (Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5ta Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991).
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TABLA 6 — Residuos ubicados en la interface de unién YW412.8.31—
BACE"1

Residuos de BACE1 Residuos del Fab
314 SER H 26 GLY
316 GLU H 27 PHE
317 LYS H 28 THR
318 PHE H 30 LEU
319 PRO H 31 GLY
327 GLN H32TYR
328 LEU H 53 ALA
329 VAL H 58 ASP
330 CYS H 94 ARG
331 TRP H 96 PRO
332 GLN H 97 PHE
333 ALA H 98 SER
335 THR H 99 PRO
337 PRO H 100 TRP
340 ILE
375 THR L49 TYR
378 ASP L 53 PHE
380 CYS L 55 TYR
426 PHE L 56 SER

L 94 TYR

Las interacciones atémicas detalladas estan en la forma de contactos van
-der Waals de interacciones polares. Las interacciones polares incluyen enlaces de
“hidrégeno y puentes de sales. La Tabla 7 que aparece a continuacion incluye una
',‘Iista de las interacciones polares en pares entre BACE1 y el Fab de YW412.8.31.
"Los residuos de cadena liviana del Fab pertenecen a la cadena L, y los residuos
de cadena pesada del Fab pertenecen a la cadena H. La numeracioén de residuos
bara aminoacidos de BACE1 se basa en la secuencia de longitud completa de
BACE1 (SEC ID NO: 49). La numeracion de residuos para los aminoacidos de Fab
se basa en el esquema de numeracion de Kabat.
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TABllLA 7 — Interacciones polares por pares entre BACE1 y el Fab de YW412.8.31

Residuos de BACE1—
Residuos del Fab
314 SER—H 98 SER
317 LYS—H 58 ASP
327 GLN—H 53 ALA
330 CYS—H 31 GLY
331 TRP—H 98 SER
331 TRP—H 32 TYR
332 GLN—H 32 TYR
378 ASP—H 32 TYR
316 GLU—L 94 TYR
332 GLN—L 55 TYR
335 THR—L 49 TYR

Com'_p se muestra a continuacién, la composicion de aminoacidos en el
epitopo de l'._BACE1 del anticuerpo YW412.8.31 es pobremente conservada entre
las regioneé correspondientes en BACE2 y Catepsina D. Esta diferencia de
aminoacidos. en el epitopo para el anticuerpo YW412.8.31 es consistente con la
observacién :"_de que el anticuerpo es altamente selectivo hacia BACE1. La
numeracion esta basada en la secuencia de longitud completa de BACE1 (SEC ID
NO: 49). Lasi secuencias de BACE2 y Catepsina D estan alineadas a BACE1 en
base a sus fespectivas estructuras cristalinas. Los residuos en el epitopo de
BACE1 de YW412.8.31 se encuentra encuadrados.

261
BACEl ese AS m

BACE2 ese ASLIPE] !
CatD ees ----VPLTOG EYM---

=

SEC ID NOS 123 & 130
SEC ID NOS124 & 131

EJEMPLO 4: CARACTERIZACION IN VIVO - RATONES
Se evaluo el efecto de YW412.8.31 in vivo. Para establecer la reducmon

maxima de AD1_._I40 que un inhibidor especifico de BACE1 pudiese lograr, se
examiné la contﬁ_ibucién de BACE1 a la produccion de A4 en plasma y
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prosencéfalo de ratones BACE1-/- en comparacién con controles BACE1+/+. Se
redujo Iaiseﬁal de AD140 en plasma en 45%, y la sefial en cerebro de All1_4 en
80% en fatones BACE1-/—(Figura 16, panel A). Estos resultados implican que
BACE1 eé de hecho la principal O—secretasa en el prosencéfalo, pero que en la
periferia, BACE1 representa solamente una produccidn de Al parcial, viniendo
el resto dé otra O-secretasa.

Coﬁ una comprension de la contribucién de BACE1 a la produccién de AB,
se evalué'{la capacidad del anticuerpo anti~-BACE1 YW412.8.31 para modular el

procesamiento amiloidogénico e ratones tipo salvaje y transgénicos con hAPP.

Raténes Transgénicos con hAPP

Resumidamente, se trataron ratones que expresan APP humana de 5
meses de édad con 30 mg/kg o 100 mg/kg de anticuerpo YW412.8.31 o vehiculo
mediante irﬁyeccién intra—peritoneal cada cuatro dias para un total de tres dosis
(es decir eh los dias 1, 5, y 9). Los animales fueron sometidos a eutanasia dos
horas despiqés de la dosis final. Se recolecté y proceso suero, plasma y cerebros.
El plasma, la corteza cerebral y el hipocampo se analizaron para determinar los
niveles de AB1o Y ABi-s2 solubles utilizando un kit de ensayo de ELISA Amiloide
beta (ABR) ".‘de acuerdo con las instrucciones del fabricante (The Genetics
Company). Il‘EI analisis farmacocinético se llevé a cabo en homogenados de suero
y cerebro.

Los résultados mostraron que los niveles de ABio ¥ AB1—2 plasmaticos
eran reducidos hasta aproximadamente 30% de los niveles de control en los
niveles de 30 mg/kg y 100 mg/kg de dosis de anticuerpo YW412.8.31 (Figura
17(A), panelé_s superiores y Figura 18, panel A). Sin embargo, en contraste con lo
observado en ratones tipo salvaje, descritos mas adelante, los niveles de AB14o Y
AB142 en el cl‘erebro fueron reducidos solamente e un 15-22% al nivel de dosis de
100 mg/kg dél anticuerpo YW412.8.31 (Figura 17(A), paneles inferiores y Figura
18, panel A)l‘ La concentracion de anticuerpo YW412.8.31 en el cerebro de
animales tratados aumenté en forma dependiente de la dosis, con una
concentracién:;observada de anticuerpo en el cerebro en animales tratados con 30
mg/kg de 4.8 i 3.6 nM y una concentracion observada de anticuerpo en el cerebro
en animales trétados con 100 mg/kg de 14.0 + 9.3 nM, lo cual confirma que una
dosis administrada intraperitonealmente superior de anticuerpo de hecho se

tradujo en una dosis superior de anticuerpo observada en el cerebro. El trazado de
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Iectura{s farmacocinéticas contra farmacodinamicas individuales sugirié que existe
una relécién PK/PD para este anticuerpo en este modelo (Figura 17(B)).

Se llevaron a cabo ademas experimentos similares en los cuales el
anticuerbo anti-BACE1 YW412.8.31 fue administrado sistémicamente o
directamente en cerebros de ratones transgénicos con hAPP mediante infusion
ICV confinua. Para la administracién ICV, el anticuerpo se administré en forma
continua durante 7 dias por medio de una minibomba osmética Alzet (modelo
2001) im":plantada unilateralmente. La cantidad de anticuerpo YW412.8.31
administrada fue de 0,041 mg/dia (dosis baja) o 0,41 mg/dia (dosis alta); 0,33
mg/dia de"lgG Control se administré al grupo control. En eutanasia, el plasma, la
corteza cerebral y el hipocampo se recogieron y analizaron para determinar los
niveles de ABio ¥ AB12 solubles mediante ELISA (The Genetics Company)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La Tabla 8 que aparece a continuacion muestra las concentraciones de
anticuerpo YW412.8.31 en el cerebro de ratones dosificados con 30 mg/kg o 100
mg/kg mediante administracion sistémica o 0,041 mg/dia y 0,41 mg/dia mediante
administracion ICV.

TABLA 8
DOSIS CONCENTRACION | CONCENTRACION
DE ANTICUERPO | DE ANTICUERPO
EN EL CEREBRO | EN EL CEREBRO
(nGIG) (NM)
Administracién 30 mg/kg 0.7 438
Sistémica 100 mg/kg 2,1 14
Administracién"‘ Baja (0,041 13-25 87-167
ICV mg/dia)
Elevada (0,41 110-305 733-2003
| mg/dia)

No obstante, a pesar de los niveles elevados de anticuerpo en el cerebro

luego de la infusion, la reduccién de AB era modesta a 15-23% y era similar a la

reduccién observada: con la administracion sistémica (Figura 18, panel B). Esta
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obsé—;rvacién sugiere que la inyeccion sistémica de dosis elevada puede ser capaz
de réducir los niveles de AP en ratones transgénicos que expresan hAPP, sin
embérgo la reduccion es modesta. La eficacia reducida en los ratones
transgénicos que expresan hAPP se cree que es una consecuencia del modelo
animél, puesto que las concentraciones elevadas en el cerebro, equivalentes a la
concé_ntracién en suero luego de la administraciéon sistémica, no redujeron
adicio;jalmente la produccién de AD. Por afiadidura, ta reduccién en el cerebro en
los ratbnes transgeénicos que expresan hAPP es modesta en comparacion con lo
observado en ratones tipo salvaje y descritos a continuacion. Por consiguiente, los
ratones que expresan hAPP transgénicos pueden no ser ideales para estudiar los
efectos.:- anti-BACE1 in vivo. Los ratones tipo Salvaje, son un modelo mas
apropiaé:lo para la eficacia del anticuerpo desde un punto de vista de la -
enfermédad también, ya que la gran mayoria de la poblacion de pacientes con
AIzheimer lleva un alelo de APP tipo salvaje.

Ratones Tipo Salvaje

También se evalué la capacidad de los anticuerpos anti-BACE1
YW412.8‘-.‘31 de modular el procesamiento amiloidogénico en ratones tipo salvaje.
Brevemente, se llevaron a cabo experimentos segln lo descrito anteriormente. Se
administrd sistémicamente una dosis Unica de anticuerpo IgG control o anticuerpo
YW412.8.£?>1 (50 mg/kg) por inyeccion intravenosa (IV) a ratones tipo salvaje.
Después d:e 24 0 48 horas, se recolectaron muestras de plasma y cerebro y se
analizaron jos niveles de AB14o. Se determinaron las concentraciones de AB14o de
raton total: en plasma y cerebro utilizando un ELISA sandwich siguiendo
procedimieﬁtos similares descritos mas adelante para medir las concentraciones
totales de a"nticuerpos anti-BACE1. Brevemente, anticuerpo policlonal de conejo
especifico para el término C de AB1o (Millipore, Bedford, MA) se revistié sobre
placas, y sé empled para la deteccién anticuerpo monoclonal AB antiratdn
biotinilado M3.2 (Covance, Dedham, MA). El ensayo tenia el limite inferior de los
valores de cd:antificacién de 1,96 pg/ml en plasma y 39,1 pg/g en cerebro. Como
se muestra eﬁ) la Figura 16, panel B, se redujo el AR plasmatico en 35% y se
redujo AB1-a0 éortical en 20%.

Se IIevéron a cabo experimentos adicionales con ratones C57BI/6J del tipo
salvaje en los ¢ua|es se administraron sistémicamente 100 mg/kg de YW412.8.31,
o una IgG de %:ontrol. Se determinaron los niveles de A4 tanto en el plasma

como en el prosencéfalo de animales tratados cuatro horas después de una Gnica
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inyeccion intraperitoneal (IP). Se extrajo sangre de animales mediante puncion
cardiaca para aislar el plasma. Luego de la perfusiéon PBS, se extrajo el cerebro y
se prepar6 un prosencéfalo de un hemicerebro en buffer PK (1% NP—40 en PBS,
con inhibidores de proteasa completa de Roche) mientras que el prosencéfalo del
otro hemicerebro se homogenizé en GuHCL 5M, Tris 50mM pH 8.0, y se diluyd
adicionalmente en Buffer de Bloqueo de Caseina (0,25% caseina/0,05% de azida
sodica, 20ug/ml de aprotinina/ EDTA 5mM, pH 8.0/100g/ml de leupeptina en PBS)
para analisis de AT 4.
Como se muestra en la Figura 22, panel A, la dosis de 100 mg/kg fue capaz
de reducir All1—40 en plasma en ~50% de los niveles controles y en forma similar a
. los niveles de desactivacion de BACE1 descritos previamente. No obstante, no se
detect6 cambio alguno en ADj4 del prosencéfalo a 4 horas después de la
- administracion. Este punto temporal temprano puede ser demasiado pronto
Edespués de la administracion de YW412.8.31 para observar un efecto en el
"‘cerebro. Puede ser necesario una post administracion de periodo de tiempo mas
‘[argo para observar una reduccion de AB en el cerebro, especialmente puesto que
l"‘a reduccién de AP es observada en ratones delltipo salvaje a una dosis inferior
('50 mg/kg) a 24 horas, segun lo descrito anteriormente. Las concentraciones de
YW412.8.31 en suero eras muy elevadas, 1040 + 140 Og/mL (6,9 + 0,9 OM)
n{‘gdiante una post-administracion de 4 horas. Las concentraciones de
YW412.8.31 en el cerebro eran muy inferiores a 0,7 + 0,4 Og/g (4,7 £ 2,7 nM), lo
cuél representd ~0,07% de concentracién en suero, aproximandose cercanamente
a lé penetracion en estado estable del 0,1% pronosticada de anticuerpos en el
SNC (Reiber 'y Felgenhauer, Clin. Chim. Acta. 163:319-328 (1987).
Impgrtantemente, la concentracién de anticuerpo lograda en el cerebro, 4,7 + 2,7
nM, l"@s cercana a la ICso celular que fue previamente observada (Figura 11). Por
consiguiente, el anticuerpo anti-BACE1 es altamente eficaz in vivo, segun lo
demdstrado por la reduccién de A1 en plasma hasta niveles vistos en ratones
con desactivacion ("knockout”) de BACE1. Sin embargo, una Gnica dosis sistémica
no dié como resultado reduccién en el cerebro a las 4 horas luego de la
admini"__st‘racién a los ratones, probablemente debido a que el punto en el tiempo
era derhasiado temprano para observar cualquier efecto.
Se llevaron a cabo experimentos adicionales a fin de determinar el efecto
de los niveles de anticuerpo en el cerebro elevados a través de dosis repetidas.
Se administré anticuerpo YW412.8.31, o IgG control a 30 o 100 mg/kg IP cada 4
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dias durante un total de 3 dosis. En este estudio, se midieron los niveles de A1
tanto en el plasma como en el prosencéfalo de animales tratados 4 horas luego de
la ultima dosis. Nuevamente, se observé una reduccion de ~50% en los niveles de
AD140 en plasma luego de mdltiples dosis a 30 y 100 mg/kg (Figura 22, panel B).
Notablemente, se observé una reduccion del 42% en A1 en prosencéfalo a la
dosis elevada de anti-BACE1, si bien no se observé reduccién alguna a la dosis
baja. Las concentraciones de anticuerpo YW412.8.31 en suero fueron 480 + 210 y
1500 + 440 Og/mL, y las concentraciones en el cerebro fueron 0,9 + 0,6 Og/g (5,9
+4,3nM)y 3,0 £ 1,6 Og/g (20 + 10 nM) luego de la administracién a 30 y 100
mg/kg dados cada 4 dias, respectivamente. Por lo tanto, segtin lo pronosticado,
los niveles mas elevados de anticuerpo en el cerebro dieron como resultado
reducciones fuertes en los niveles de AD. Notablemente, no habia diferencia
~ alguna en los niveles de A Operiféricos a la dosis de 30 mg/kg en comparacion
'_ con la dosis de 100 mg/kg, lo cual sugiere que se logré una inhibicion periférica
~maxima a 30 mg/kg y, por ende, la simple reduccién de los niveles de A0
".‘ periféricos no es suficiente para reducir los niveles cerebrales.

Adicionalmente, se obtuvieron los datos PK después de la dosificacion con
‘l‘anticuerpo YW412.8.31 anti-BACE1 en ratones con desactivacién de BACE1 y del
‘g_tipo salvaje. Ver la Figura 19. Una Gnica dosis de anti-BACE1 (1 o 10 mg/kg) fue
l‘administrada por medio de inyeccién IV a ratones BALB/C. Se analizé PK sérica a
los 21 dias luego de la dosis.

| Se midieron las concentraciones de anticuerpo anti—-BACE1 total en

muestras séricas y cerebrales de raton de la siguiente manera. Se midieron las

concentraciones de anticuerpo en muestras de suero y cerebro de ratén utilizando -

un ensayo de inmunoabsorbencia vinculado con enzima (ELISA, por sus siglas en
inQIés). Se revistieron inmunoplacas Maxisorp de 384 pocillos NUNC (Neptune,
N.j) con fragmento F(ab’), de IgG antihumana de burro, anticuerpo policlonal
especifico del fragmento Fc (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) durante
todla la noche a 4°C. Las placas fueron bloqueadas con solucién salina
tarﬁponada con fosfato (PBS) que contenia 0.5% de seroalbtmina bovina (BSA)
durénte 1 hora a temperatura ambiente al dia siguiente. Cada anticuerpo (IgG
Corij(rol y anti-BACE1) se utiliz6 como un patron para cuantificar las respectivas
concentraciones de anticuerpo. Después de lavar las placas con PBS que
contgnia 0.05% Tween 20 utilizando un lavador de microplacas (Bio—Tek
Instr(;ments, Inc., Winooski, VT), los patrones y las muestras diluidas en PBS que
conte'.‘nian 0.5% BSA, NaCl 0.35 M, 0.25% CHAPS, EDTA 5 mM, 0.05% Tween 20
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y 15 ppm de Proclin se incubaron sobre placas durante 2 horas a temperatura
an{biente con leve agitacién. El anticuerpo unido fue detectado con IgG anti-
huﬁnana de cabra F(ab’); conjugado a peroxidasa de rabano picante, anticuerpo
policlonal especifico de Fc (Jackson ImmunoResearch). Finalmente, las placas
fueron reveladas utilizando el sustrato 3,3',5,5'-tetrametil benzidina (TMB) (KPL,
Inc.,L_ Gaithersburg, MD). La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 450
nm con una referencia de 630 nm en un lector Multiskan Ascent (Thermo
Scieﬁtific, Hudson, NH). Las concentraciones se determinaron a partir de la curva
estandar utilizando un programa de regresion no lineal de cuatro parametros. El
ensajo tenia un limite inferior de valores de cuantificacion (LLOQ) de 3,12 ng/ml
en suero y 15.6 ng/g en cerebro.

Las concentraciones de anticuerpo YW412.8.31 libre en ratones fueron
detectadas siguiendo procedimientos similares descritos con anterioridad
utiIizan“do ECD de BACE1 como recubrimiento y un anticuerpo especifico de Fc,
IlgG antihumano (Jackson ImmunoResearch) para la deteccion. El ELISA de ratén
anti-BACE1 libre tenia valores de LLOQ de 0,626 ng/ml en suero y 3,13 ng/g en
cerebro.‘.

Sile utilizaron dos ensayos PK separados: un ensayo para detectar todo el
YW412.$.31 en suero (MAb total), y un ensayo para detectar solamente
YW412.8.31 no unido en suero (MAD libre). La cinética PK observada fue no lineal,
yla diferé‘ncia en los valores de mAb totales versus libre para las muestras donde
la concentracion de YW412.8.31 es < 10 Og/mL sugiere una evacuacion mediada
por el objetivo (‘target-mediated clearance”). Ver la Figura 19, panel A. Por
afiadidura, la diferencia entre mAb total y mAb no unido indica que algo del
YW412.8.31 en suero estaba probablemente unido a BACE1 soluble. El analisis
PK de Oniéa dosis en ratones BACE1+/+, BACE1+/—, y BACE1-/~confirma la no
linealidad observada en el estudio inicial e indica que la mayor evacuacion es de
hecho mediada por el objetivo. Los ratones BACE1—/~ muestran PK lineal. Ver la
Figura 19 (Panel B).

EJEMPLO 5: CARACTERIZACION /N VIVO-MONO

Monos Cynomolgus fueron dosificados con IgG control o anticuerpo anti—
BACE1 YW412.8.31 (30 mg/kg) mediante administracion IV. Se sacaron muestras
de plasma y CSF hasta 7 dias antes de la dosificacion para fijar niveles de Ap1s
de punto de. partida medios en cada animal individual, y luego en diversos

momentos después de la dosificacion. Se midieron las concentraciones de
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anticuérpo control o anti-BACE1 totales en muestras de suero y CSF de mono
utilizahdo anticuerpo policlonal de IgG anti-humana de cabra adsorbido por mono
(Betil,", Montgomery, TX) tanto como cubierta como deteccion (Figura 20). Se
deterrﬁinaron las concentraciones de anticUerpo anti-BACE1 libre en monos
utilizaﬁdo ECD de BACE1 como cubierta y anticuerpo IgG anti-humana de cabra
adsorb“ido por mono (Betil) para la deteccion. Ambos ensayos de monos anti-
BACE1 libre y total tuvieron un valor de LLOQ de 6,25 ng/ml en suero o CSF. PK
es segpn lo esperado para IgG1 dosificada en mono y muestra una exposicion
pronosticada.

$e determinaron ademas los niveles de AR en plasma y CSF de monos
Cynomc'_)lgus ensayados. Brevemente, se determinaron las concentraciones de
AB1-40 cyno total en plasma utilizando MSD MA6000 Human (6E10) Abeta Kit
(Cat#Ki 11BVE-2, Meso Scale Diagnostics) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El anticuerpo de captura, especifico para el término C de ABio, fue
previaménte recubierto sobre las placas, y se empled para la deteccién anticuerpo
monoclonal anti-Ap Sulfo-Tag 6E10. El ensayo tenia un limite inferior de valores
de cuaniw__tificacién de 49,4 pg/ml en plasma. Las concentraciones de AB_4 cyno
total en CSF fueron determinadas utilizando un ELISA tipo sandwich. Anticuerpo v
poIicIonéI de conejo especifico para el término C de ABi_4o (cat#AB5737, Millipore,
Bedford,ILMA) fue recubierto sobre placas, y se utilizé para la deteccion anticuerpo
monoclohal anti— A biotinilado 6E10 (Cat#SIG-39340, Covance, Dedham, MA).
El ensayb tenia un limite inferior de valores de cuantificacion de 15,6 pg/ml en
CSF.

Como se muestra en la Figura 21 (Panel A), los niveles de AB_4 en plasma
fueron reducidos ~50% del punto de partida a través de todos los individuos. Se
mantuvief,on reducciones en plasma maximas del 50% en AB a lo largo del periodo
de observacién de 7 dias. El perfii de concentracion sérica- tiempo para el
anticuerp{? anti-BACE1 YW412.8.31 parecié similar a aquel observado para el
anticuerpd de 1gG control, lo cual sugiere cinética similar a aquella de una IgG 1
tipica doéjficada en el rango lineal (Figura 20, panel A). Se observaron
concentra¢iones de anticuerpo en suero pico de ~800 g/mL en el momento de la
primera e*traccién de muestra a los 15 minutos luego de la administracién y
cayeron h“asta 232 Og/mL alrededor de los 7 dias posteriores a la dosis.

Notablemente, en todos los puntos en el tiempo medidos después de la
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'1 dosificacion, las concentraciones en suero de YW412.8.31 excedieron la 1Cs
celular (~2,5nM, ver la Figura 11).

Los niveles de ABi14o en CSF, segtin lo mostrado en la Figura 21 (Panel B),
'si bien fueron variables, mostraron una reduccién de hasta un 50% a 1 y 3 dias
“Iuego de la dosificacion seguido por una tendencia nuevamente hacia el Ap del
punto de partida al dia 7 luego de la dosis. La variabilidad en los niveles en
plasma y CSF del punto de partida se muestra en la Figura 21 (Paneles C y D).
:Los niveles en plasma del punto de partida eran bastante uniformes a través de
los animales, mientras que los niveles de AP en CSF eran altamente variables.
Por lo tanto, todas las mediciones de AB14 fueron normalizadas al punto de
bartida para cada mono individual.

Estos datos muestran que una sola dosis de YW412.8.31 en mono reduce
significativamente los niveles de AB en plasma y CSF. En CSF, se observaron
concentraciones de YW412.8.31 de 0,2-0,3 pg/ml en el transcurso de este periodo
de tiempo, lo cual se traduce a ~2nM (Figura 20, panel B). A partir de estos datos,
se infiere que las concentraciones en el cerebro de YW412.8.31 estan en un rango
similar. Comparando los datos PK y PD, estos resultados muestran que la
éxposicién al farmaco en plasma es suficiente para inhibir maximamente la
produccién de AP en el lapso de una ventana de 7 dias, mientras que
ciloncentraciones de farmaco se acerca a la ICsp celular y reducen los niveles de Ap
en el cerebro transitoriamente al nivel de dosis ensayado (30 mg/kg). En sintesis,
estos datos proporcionan una fuerte evidencia en cuanto a que anti-BACE1
administrada sistémicamente puede reducir la actividad de BACE1 en el cerebro,
ségﬂn lo determinado por mediciones de AB en CSF, en un primate no humano.

EJEMPLO 6: MADURACION POR AFINIDAD DEL ANTICUERPO
YW412.8.31

. El anticuerpo YW412.8.31 fue madurado por afinidad guiados por los datos
estructurales proporcionados por la estructura cristalina previamente descrita. Los
residuos de anticuerpo en contacto con BACE1 fueron mutados a fin de aumentar
la - afinidad del anticuerpo YW412.8.31. Los clones madurados por afinidad
pr@ducidos mediante esta estrategia tienen la nomenclatura YW412.8.31xS. Los
clones madurados por afinidad de YW412.8.31 también fueron producidos
méldiante targeting por aleatorizacion blanda de todas las CDRs, seglin lo descrito

préviamente, y tienen la nomenclatura YW412.8.31x. Las secuencias variables de
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Ilcadena pesada y las secuencias variables de cadena liviana para clones que se
‘?Iunen BACE1 se ilustran en las Figuras 23 (A) — (C) y 24 (A) — (C).

‘ Los clones que se unieron a BACE1 fueron analizados para determinar la
iinhibicic')n de la proteasa de BACE1 en un ensayo de HTRF basado en células
segun lo descrito previamente en el Ejemplo 2C. Los resultados del ensayo son
ilustrados en las Figuras 25A y 25B. La Figura 25B muestra los resultados de la
ﬁroduccién de AP14o (pg/ml) a partir de neuronas corticales primarias tratadas
durante 24 horas con diversos anticuerpos anti-BACE1 madurados por afinidad en
las concentraciones indicadas. Varios de los anticuerpos analizados inhibieron
BACE1 a un nivel similar a aquel observado con YW412.8.31.

Si bien la invencion que antecede ha sido descrita con ciertos detalles a
modo de ilustracién y en forma ejemplificativa por cuestiones de claridad de
ehtendimiento, las descripciones y los ejemplos no deben ser interpretados como
ufl)a limitacion al alcance de la invencion. Las descripciones de la bibliografia
técnica cientifica y de patentes citadas en la presente son expresamente

incorporadas en su totalidad a modo de referencia.



- 116 -

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o su fragmento, que se une a BACE1, donde el
antibuerpo reduce o inhibe la actividad del polipéptido BACE1.

‘ 2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el anticuerpo se
une al sitio activo de BACE1.

| 3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el anticuerpo se
une a un exositio de BACE1.

“ 4. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende por lo
menos una secuencia de regién hipervariable (HVR) seleccionada del grupo que
consfste en SEC ID NOs: 7-19, 22-26, 28-30, 35-47, 56-79 y 118-122.

- 5. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende por lo
meno s una secuencia seleccionada del grupo que consiste en HVR-H1, HVR-H2
y HVR—H3, donde HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos
GFX30F X31X32X33X34lH (SEC ID NO: 45), donde X30=N 0 T; X31=S, L 0 Y: X3,=G o
Y; X33=Y 0 S; y X34=A, G 0 S; HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos
X35X361SPX37X38GX39TX40YADSVKG (SEC ID NO: 46), donde X35=A 0 G; X3s=W 0
S; X37;TA 0 Y; X33=G 0 S; X35=S 0 Y; y X4=D 0 S; y HVR-H3 comprende la
secuenii‘cia de aminoacidos X41PX42X43X44X45X46X47MDY (SEC ID NO: 47), donde
X41=Q o G; X42=T 0 F; X43=H 0 S; X44=Y 0 P; X45=Y 0 W; X46=Y 0 V y donde X4z
opciona"‘lmente incluye la secuencia YAKGYKA (SEC ID NO: 48).

6 El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende por lo
menos Una secuencia seleccionada del grupo que consiste en HVYR-H1, HVR-H2
y HVR}H3, donde HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos
GX71X72X73X74X75X76X77IH (SEC ID NO: 120), donde X71=F o0 Y; X7»=F, N o T;
X73=F o .Y; X7a=L, Q, 1, S0 Y; X75=G 0 Y; X7=Y 0 S; y X77=A, G 0 S; HVR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos X7sX79lSPXgoXg1GXg2Xs3Xss YADSVKG
(SEC ID NO: 121), donde X75=A 0 G; X76=W 0 S; Xs=A, S, Q o Y; Xg1=G o S;
Xe2=S, K, L 0 Y; Xg3=T 0 Y; y Xg4=D 0 S; y HVR-H3 comprende la secuencia de
aminoécidos XssP XgsX37Xs8X89Xg0X91MDY (SEC ID NO: 122), donde Xss=Q o G:
Xse=T 0 F Xg7=H, Y 0 S; Xgg=Y 0 P; Xgo=Y 0 W, Xgo=Y 0 V y donde Xo;
opcionalm'ente incluye la secuencia YAKGYKA (SEC ID NO: 48).

7. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende por lo
menos uné_ secuencia seleccionada del grupo que consiste en HYR-H1, HVR-H2
y HVR—H3, donde HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos
GX53X54X5§)(56GYGIH (SEC ID NO: 68), donde Xs3=F 0 Y; Xs4=T 0 F; Xss=F 0 Y;
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Xss#L, Q o |, HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos
GWJSPX57X586X59X60DYADSVKG (SEC ID NO: 69), donde Xs7=A, S 0 Q; X53=G 0
S; X5g=S, Ko L; Xe=T 0 Y, donde la secuencia HVR-H3 que comprende la
sec(‘gencia de aminogcidos GPFXgPWVMDY (SEC ID NO: 70), donde Xg1=So Y o
una secuencia de aminoécidos de SEC ID NO: 79,

8. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 5, que comprende una
secuencia de HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
GFTFX13GYX14IH (SEC ID NO: 26), donde X13=S o L y X14=A 0 G.

‘.‘ 9. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende una
secuencia HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del gﬁupo que consiste en SEC ID NO: 22; SEC ID NO: 23; SEC ID NO: 28 y SEC
ID NOs: 71-73.

.10. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 6, que comprende una
secuencia HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NO: 24, SEC ID NO: 29 y SEC ID NOs: 74-78.

‘:‘11. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende una
secueﬁcia HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NO: 25; SEC ID NO: 30 y SEC ID NO: 79.

12 El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 6, que comprende las
secuencias HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3 correspondientes a aquellas expuestas
para Ios clones YW412.8, YW412.8.31, YW412.8.30, YW412.8.2, YW412.8.29 y
YW412.:18.51 en la Figura 1(B) o clones en las Figuras 24(A)—(C).

13 El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende las
secuendias HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3 correspondientes a aquellas expuestas
para los .‘_clones Fab12, LC6, LC9 y LC10 en la Figura 2(B).

14 El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende una
secuencia HVR-H1 de SEC ID NO: 22 o 23, una secuencia HVR-H2 de SEC ID
NO: 24 y una secuencia HVR-H3 de SEC ID NO: 25.

15; El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 14, donde la secuencia
HVR-H1 es SEC ID NO: 23.

16. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende una
secuencia HVR-H1 de SEC ID NO: 28, una secuencia HVR-H2 de SEC ID NO:
29, y una éecuencia HVR-H3 de SEC ID NO: 30.

17. ‘:‘EI anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 6, que comprende una
cadena VH que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID NOs: 20, 21, 27 y 80-98.
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18. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 16, donde la secuencia
de aminoacidos de cadena VH es SEC ID NO: 21.

19. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende por lo
menos una secuencia seleccionada del grupo de HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3
donde HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos RASQX7VXgX19X20X21A
(SEC ID NO: 42), donde X17=S, D 0 V; X1s=S 0 A; X19=S, T 0 N; X20=A 0 S; Xp1=V
o L, HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos X;,ASX,3LYS (SEC ID NO:
43), donde X22=S, W, Y o L; X23=F, S o W, y HVR-L3 comprende la secuencia de
aminoacidos QQX;4X25X26X27X28X29T (SEC ID NO: 44), donde X24=S,F, G, Do Y:
X25=Y, P, S0A; X26=Y, ToN; Xo7=T,Y,D0 S; X2s=P o L; y Xo0=F, Po T.

20. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende por lo
menos una secuencia seleccionada del grupo de HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3
donde HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos RASQX17VX15X19X20X21A
(SEC ID NO: 42), donde X17=S, D 0 V; X15=S 0 A; X1g=S, T 0 N; X20=A 0 S: X1=V
o L, HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos Xg2ASXg3XesY Xes (SEC ID
- NO: 118), donde X:=S, W, Y, F o L; Xs3=F, S, Y 0 W; Xe4=L 0 R; X5=S, P, R, K 0
'-‘ W, y HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos QQXeeXe7X68XeaX70X71T
(SEC ID NO: 119), donde Xes=S, F, G, D 0 Y; Xe7=Y, P, S 0 A; Xes=Y, T o N:
Xes=T,Y,D0S; X0=P, Q, S, Ko L; y Xp=F, PoT.

21. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende por lo
“menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en HVR-L1, HVR-L2 y

HVR—L3, donde HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos
RASQX;VX:X3X4XsA (SEC ID NO: 17), donde X1=D o V; X=S 0 A; X5=T o N;
X4=S o0 A, Xs=V o L, HVR-L2 comprende la secuencia de aminoéacidos
Xa8ASX49X50YXs1 (SEC ID NO: 56), donde X45=S 0 F; X49=F 0 Y; Xs0=L 0 R; X5¢=S,
P'l,‘ R, Ko Wy HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos QQFPTYXs,PT
(SEC ID NO: 57), donde Xs»=L, Q, S o K.

22. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 17, que comprende una
seﬁ:uencia HVR-L1 que comprende Ila secuencia de aminoacidos
RAS~QX1VX2X3X4X5A (SEC ID NO: 17), donde X1=D o V; X>=S 0 A; X3=T o N;
X4=S 0 A; Xs=V o L.

23, El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 19, que comprende una
secuencia HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos XsASFLYS (SEC
ID NO: 18) 0 X45ASX4sLYS (SEC ID NO: 41), donde Xe=S o L; X15=S, Wo Y:y
X16=S o W.
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24. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 19, que comprende una
secuencia HVR-L3 que comprende Ila secuencia de aminoacidos
QQX7XgXgX10X11X12T (SEC ID NO: 19), donde X7=S, F, G, Do Y; Xs=Y, P, S, 0 A;
Xo=T o N; X40=T, Y, D0 S; X;1=PoL; X2=PoT.

25. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 19, que comprende una
secuencia HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 8 o SEC ID NO: 35.

26. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 20, que comprende una
secuencia HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NOs: 36-39 y
SEC ID NOs: 58-64.

27. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 20, que comprende una
secuencia HVR-L3 que comprende una secuencia de amino&cidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID NOs: 11-16, SEC ID NO: 40 y SEC ID NOs:
65-67.

28. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 20, que comprende las
secuencias HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 correspondientes a aquellas expuestas
para los clones YW412.8, YW412.8.31, YW412.8.30, YW412.8.2, YW412.8.29 y
YW412.8.51 en la Figura 1(A) y clones en las Figuras 23(A)—(C).

29. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 20, que comprende las -

secuencias HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 correspondientes a aquellas expuestas
para los clones Fab12, LC6, LC9 y LC10 en la Figura 2(A).

30. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 20, que comprende una
secuencia HVR-L1 de SEC ID NO: 7 o SEC ID NO: 8; una secuencia HVR-L2 de
SEC ID NO: 9 o SEC ID NO: 10; y una secuencia HVR-L3 seleccionada del grupo
que consiste en: SEC ID NOs: 11-16.

31. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 30, donde la secuencia
HVR-L1 es SEC ID NO: 7, la secuencia HVR-L2 es SEC ID NO: 9 y la secuencia
HVR-L3 es SEC ID NO: 12.

32. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 20, que comprende una
secuencia HVR-L1 de SEC ID NO: 35; una secuencia HVR-L2 seleccionada del
grupo que consiste en SEC ID NOs: 36-39 y una secuencia HVR-L3 de SEC ID
NO: 40.

33. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 20, que comprende una

secuencia de cadena VL que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada

. del grupo que consiste en: SEC ID NOs: 1-6, 31-34 y 99-117.
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34 El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 33, donde la secuencia
de aminoacidos de cadena VL es SEC ID NO: 2.

35{.‘. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 15, que comprende
ademas Lma HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 7, unlja HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
9yuna HVR—L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 12.

36. .El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 34, que comprende
ademas uria cadena VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO:21. |

37. Un anticuerpo aislado, o fragmento del mismo, el cual se une a un
epitopo qué comprende por lo menos uno de los residuos de aminoacidos de
BACE1 seleccionado del grupo que consiste en: 314 SER; 316 GLU; 317 LYS;
327 GLN; 330 CYS; 331 TRP; 332 GLN; 335 THR; y 378 ASP de SEC ID NO: 49.

38. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 37, donde el epitopo
comprende 314 SER; 316 GLU; 317 LYS; 327 GLN: 330 CYS; 331 TRP; 332 GLN;
335 THR; y 378 ASP de SEC ID NO: 49.

39. Un anticuerpo aislado, o fragmento del mismo, el cual se une a un
epitopo que comprende por lo menos una region aminoacida de BACE1
seleccionada d‘:el grupo que consiste en: aminoacidos 315-318 de SEC ID NO: 49;
aminoécidos 331—335 de SEC ID NO: 49; aminoacidos 370-381 de SEC ID NO:
49; y cualquier éombinacién de los mismos.

40. EI aﬁticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 39, donde el epitopo
comprende los éminoécidos 315-318, 331-335 y 370-381 de SEC ID NO: 49.

41. Un ah)ticuerpo aislado, o fragmento del mismo, el cual se une a un
epitopo de BACE1 y da como resultado un cambio conformacional en la estructura
de los sitios P6 y P7 de BACE1 luego de la unién.

42. Un anticuerpo aislado, o fragmento del mismo, el cual se une a un
epitopo de BACEH e induce a que los aminoacidos 218-231 de SEC ID NO: 49
adopten una estructura de lazo al azar luego de la unién.

43. El antiduerpo de acuerdo con la reivindicaciones 37—42, donde el
anticuerpo reduce 6 inhibe la actividad de BACE1.

44. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 143, el
cual es un anticuerp“o monoclonal.

45. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-44, el

cual es un anticuerpo humano, humanizado o quimeérico.
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46. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 145, el
cual esl‘z‘u\n fragmento de anticuerpo.

47 El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-45, el
cual es un anticuerpo IgG1 de longitud completa.

48 Acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1—47.

49. Una célula huésped que comprende el acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 48.

50; Un método para producir un anticuerpo que comprende cultivar la célula
huésped }:de acuerdo con la reivindicaciéon 49 de modo que se produzca el
anticuerpo.

51.-Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1—47 y un agente citotéxico.

52. Una formulacién farmacéutica que comprende el anticuerpo de acuerdo
con cualqu'*iera de las reivindicaciones 1-47 y un portador farmacéuticamente
aceptable. |

53. Un método para tratar a un individuo que tiene una enfermedad o
trastorno nehrolégico que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz
del anticuerpp de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1—-47.

54. Un método para reducir placas amiloideas en un paciente que sufre de,
0 que corre el riesgo de contraer, una enfermedad o trastorno neurolégico que
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz del anticuerpo de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-47.

55. Un. método para inhibir la formacién de placas amiloideas en un
paciente que sufre de, o que corre el riesgo de desarrollar, una enfermedad o
trastorno neurdlégico que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz
del anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-47.

56. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 53-55,
donde la enfern{edad o trastorno neurolégico se selecciona del grupo que consiste
en la enfermedad de Alzheimer (EA), lesion cerebral traumatica, accidente
cerebrovascular, glaucoma, demencia, distrofia muscular (DM), esclerosis multiple
(EM), esclerosis igteral amiotréfica (ELA), fibrosis quistica, sindrome de Angelman,
sindrome de Liddle, enfermedad de Paget, lesion cerebral traumatica, enfermedad
de cuerpos de LeWy, sindrome pospoliomielitis, sindrome de Shy-Draeger, atrofia
oIivopontocerebersa, enfermedad de Parkinson, atrofia de mudiltiples sistemas,

degeneracion estﬁiatonigral, paralisis supranuclear, encefalopatia espongiforme
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bovina, l‘ tembladera, sindrome de Creutzfeldt—-Jakob, kuru, enfermedad de
Gerstmahh—Straussler—Scheinker, enfermedad debilitante cronica, insomnio fatal
familiar, ‘ﬁp‘arélisis bulbar, enfermedad de neuronas motoras, enfermedad de
Canavan; enfermedad de Huntington, lipofuscinosis cereoidea neuronal,
enfermedad de Alexander, sindrome de Tourette, sindrome del pelo ehsortijado de
Menkes, é_indrome de Cockayne, sindrome de Halervorden—Spatz, enfermedad de
Lafora, sihdi'ome de Rett, degeneracion hepatolenticular, sindrome de Lesch—
Nyhan, y"\‘ sindrome de Unverricht-Lundborg, enfermedad de Pick, y ataxia
espinocerebelosa.

57. EI metodo de acuerdo con la reivindicacion 56, donde la enfermedad o
trastorno neurolégico se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de
Alzheimer, éccidente cerebrovascular, lesion cerebral traumatica y glaucoma.

58. Un método para reducir la proteina amiloide—C00O(AD) en un paciente
que comprénde administrar al paciente una cantidad eficaz del anticuerpo de
acuerdo con‘%_‘cualquiera de las reivindicaciones 1-47.

59. EIIX‘ metodo de acuerdo con la reivindicacion 58, donde el paciente esta
sufriendo de,‘::o corre riesgo de contraer, una enfermedad o trastorno neurolégico.

60. El método de acuerdo con la reivindicacién 59, donde la enfermedad o
trastorno neu“,‘rolégico se selecciona del grupo que consiste en: enfermedad de
Alzheimer, acéidente cerebrovascular, lesion cerebral traumatica y glaucoma.

61. Un Emétodo para diagnosticar una enfermedad o trastorno neurolégico
en un pacienté que comprende poner en contacto una muestra biolégica aislada
del paciente'cdn un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1—47 bajo condiciones adecuadas para la unién del anticuerpo a un polipéptido de
BACE1, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo y el polipéptido de
BACE1.

62. Un método para determinar si un paciente es elegible para terapia con
un anticuerpo anti-BACE1, que comprende poner en contacto una muestra
bioldgica aislada‘:ldel paciente con un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las »
reivindicaciones 1—47 bajo condiciones adecuadas para la unién del anticuerpo a
un polipéptido deﬂBACE1, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo y
el polipéptido de BACE1, donde la presencia de un complejo entre el anticuerpo y
BACE1 es indicafiva de un paciente que puede ser elegido para terapia con un
anticuerpo anti—BACE1.

63. El métoéo de acuerdo con la reivindicacion 61 o 62, donde la muestra

biologica se selecciona del grupo que consiste en suero, plasma, saliva,
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secreciones Iigéstricas, moco, fluido cerebroespinal, fluido linfatico, tejido neuronal,
tejido cerebrél, tejido cardiaco o tejido vascular.

64. EI-": anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-47
para utilizar domo un medicamento.

65. El .::anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-47
para utilizar éln el tratamiento de un trastorno neurolégico seleccionado del grupo
que consiste ‘z‘en la enfermedad de Alzheimer (AD), lesion cerebral traumatica,
accidente ce'\rebrovascular, glaucoma, demencia, distrofia muscular (DM),
esclerosis mﬂl‘ltiple (EM), esclerosis lateral amiotrofica (ELA), fibrosis quistica,
sindrome de A"'Ingelman, sindrome de Liddle, enfermedad de Paget, lesidn cerebral
traumatica, enfermedad de cuerpos de Lewy, sindrome pospoliomielitis, sindrome
de Shy—Draegér, atrofia olivopontocerebelosa, enfermedad de Parkinson, atrofia
de multiples sistemas, degeneracion estriatonigral, paralisis supranuclear,
encefalopatia élspongiforme bovina, tembladera, sindrome de Creutzfeldt—Jakob,
kuru, enfermed:]ad de Gerstmann—Straussler—Scheinker, enfermedad debilitante
crénica, insomnio fatal familiar, paralisis bulbar, enfermedad de neuronas motoras,
enfermedad Cénavan, enfermedad de Huntington, lipofuscinosis cereoidea
neuronal, enferrhedad de Alexander, sindrome de Tourette, sindrome del pelo
ensortijado de Menkes, sindrome de Cockayne, sindrome de Halervorden-Spatz,
enfermedad de Eafora, sindrome de Rett, degeneracién hepatolenticular, sindrome
de Lesch—Nyhahj, y sindrome de Unverricht-Lundborg, enfermedad de Pick, y
ataxia espinoceré‘,belosa.

66. El antié‘;uerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-47
para utilizar en la disminucion y/o inhibicién de la produccion de la proteina
amiloide—DD(AD).i]

67. El uso del anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
147 enla manufa'}lctura de un medicamento.

68. El uso de acuerdo con la reivindicacién 67, donde el medicamento es
para el tratamiento de un trastorno neurologico seleccionado del grupo que
consiste en la erﬁfermedad de Alzheimer (AD), lesidon cerebral traumatica,
accidente cerebrovascular, demencia, distrofia muscular (DM), esclerosis muttiple
(EM), esclerosis lateral amiotréfica (ELA), fibrosis quistica, sindrome de Angelman,
sindrome de Liddle,lenfermedad de Paget, lesion cerebral traumatica, enfermedad
de cuerpos de Lewy, sindrome pospoliomielitis, sindrome de Shy-Draeger, atrofia
olivopontocerebelosa, enfermedad de Parkinson, atrofia de multiples sistemas,

degeneracién estriatonigral, paralisis supranuclear, encefalopatia espongiforme
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bovina, tembladera, sindrome de Creutzfeldt-Jakob, kuru, enfermedad de
Gerétmann—StraussIer—Scheinker, enfermedad debilitante cronica, insomnio fatal
familljar, paralisis bulbar, enfermedad de neuronas motoras, enfermedad de
Canévan, enfermedad de Huntington, lipofuscinosis cereoidea neuronal,
enferﬁnedad de Alexander, sindrome de Tourette, sindrome del pelo ensortijado de
Menkés, sindrome de Cockayne, sindrome de Halervorden—-Spatz, enfermedad de
Laforé;, sindrome de Rett, degeneracién hepatolenticular, sindrome de Lesch-
Nyhan; y sindrome de Unverricht-Lundborg, enfermedad de Pick, y ataxia
espinocerebelosa.

6‘_9. El uso de acuerdo con la reivindicacion 67, donde el medicamento es
para reducir y/o inhibir la produccion de la proteina amiloide—0 (AD).

70. Un epitopo de BACE1 el cual es especificamente reconocido por un
anticuerpo, o fragmento del mismo, que comprende por lo menos uno de los
residuos aminoacidos de BACE1 los cuales corresponden a los aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en: 314 SER; 316 GLU; 317 LYS; 327 GLN;
330 CYS;:331 TRP; 332 GLN; 335 THR; y 378 ASP de SEC ID NO: 49.

71..El epitopo de BACE1 de acuerdo con la reivindicacion 70, donde el
epitopo comprende aminoéacidos los cuales corresponden a 314 SER; 316 GLU;
317 LYS; 327 GLN; 330 CYS; 331 TRP; 332 GLN; 335 THR; y 378 ASP de SEC
ID NO: 49.

72. Un epitopo de BACE1 el cual es especificamente reconocido por un
anticuerpo, ©o fragmento del mismo, que comprende por lo menos una regién
aminoacida de BACE1 seleccionada del grupo que consiste en: aminoacidos 315-
318 de SECE ID NO: 49; aminoacidos 331-335 de SEC ID NO: 40; aminoacidos -
370-381 de SEC ID NO: 49; y cualquier combinacion de los mismos.

73. El epitopo de BACE1 de acuerdo con la reivindicacién 72, donde el
epitopo comprende los aminoacidos 315-318, 331-335 y 370—381 de SEC ID NO:
49,
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION
La invencién proporciona anticuerpos contra proteinas neurales especificas
y método para su utilizacién.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GENENTECH, INC.

<120> METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA DE

ENFERMEDAD NEURAL
<130> P4453R1

<140>
<141>

<150> 61/426.425
<151> 22-12-2010

<150> 61/418.850
'<151> 01-12-2010

<150> 61/418.310
<151> 30-11-2010

<150> 61/456.642
<151> 10-11-2010

<160> 210
<170> PatentIn versidén 3.5

<210> 1

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de
Sintético"

<400> 1

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
Gly 1

1 5

Asp Arg Val Thr: Ile Thr Cys
Ala ‘
20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
Ile 5
35 '

Secuencia Artificial: Polipéptido

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

10 15

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr

25 30

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu

40 45



Tyﬁ Ser Ala Ser
Gly
50

Ser:Gly Ser Gly
Pro-

65

80

Glu Asp Phe Ala
Pro |

Thr Phe Gly Gln
‘ 100

<210> 2

<211> 108

<212> 'PRT

<213> Secuencia

<220> -
<221> fuente

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

<223> /nota="Descripcién de

Sintético"

<400> 2

Asp Ile Gln Met
Gly

1

Asp Arg Val Thr
Ala
20

Val Ala Trp Tyr
Ile
35

Tyr Ser Ala Ser
Gly
50

Ser Gly Ser Gly
Pro :

Thr

Ile

Gln

Phe

Gln

Thr

Gln

Leu

Thr Asp

Ser

Lys

Tyr

55

Phe

Ser

Thr

Cys

Val

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

Ser Ser

10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

-127 -

Ser Arg Phe Ser

60

Ser Ser Leu Gln

Tyr Thr Thr Pro

Arg

Ser Ala

Asp Val

Pro Lys

45

Ser Arg

60

Ser Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

95

Polipépido

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln
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65 : 70 75
80 :

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Leu
Pro

85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 3

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> ‘
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido
Sintético"

<400> 3

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
Gly

1 | 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr
Ala

20 25 30

Val Ala Tﬁp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
Ile

35, 40 45

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
Gly

50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
Pro : '

65 | 70 75

80 :

Glu Asp Phe:Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Tyr Asn Asp Pro
Pro ‘

85 90 95



Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

<210> 4

<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

100

<223> /nota="Descripcidén de
Sintético"

<400> 4
Asp Ile.
Gly

1

Asp Arg
Ala

Val Ala
Ile

Tyr Ser
Gly
50

Ser Gly
Pro
65
80

Glu Asp
Thr

Thr Phe

<210> 5

Gln

Vval

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

<211> 108
<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

105

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Asp
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Polipéptido

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95



<213>

<220>
<221>
<223>
Sintét

<400>
Asp L1
Gly
1

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidén de

ico"

5
e Gln Met

Asp Arg Val Thr

Ser

Leu Al
Ile

Tyr Le
Gly
50

Ser Gl
Pro

65

80

Glu As
Pro

Thr Ph

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
Sintét

<400>

20

a Trp Tyr

35

u:Ala Ser

Yy Ser Gly

P Phe Ala

e Gly Gln
100

6

108

PRT
Secuencia

fuente

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Lys

Artificial

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

Val

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ala

30

Leu

Phe

Leu

Ser

-130 -

Polipéptido

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido

ico"

6



Asp

Asp
Ala

Val
Ile

Tyr
Gly

Ser
Pro
65
80

Glu
Pro

Thr

<210> 7

EIle
Gly:

Arg
Ala
Sér
50

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

'Gly

<211> 11

<212>

PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

<213> Secuencia

<220>

<221>
<223>

fuente
/nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 7
Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1

<210> 8

<211>
<212>
<213>

11
PRT
Secuencia Artificial

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

5

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

10

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Asp

-131 -

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Péptido



<220>
221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 8
Arg Ala Ser Gln Val Val Ala Asn Ser Leu Ala
1 ‘ 5 10

<210> 9

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético "

<400> 9
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 10

211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 10 :
Leu Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 11

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 11
Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr
1 : 5

-132 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido



<210> 12

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético" |

<400> 12
Gln Gln Phe. Pro Thr Tyr Leu Pro Thr
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 13
Gln Gln Gly Tyr Asn Asp Pro Pro Thr
1 ' 5

<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> 1
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 14 _
Gln Gln Ser Seér Thr Asp Pro Thr Thr
1 5

<210> 15

<211> ¢°

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

-133 -

Péptido

Péptido

Péptido



<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 15
Gln Gln Asp Ala Thr Ser Pro Pro Thr
1 5

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 16 _
Gln Gln Tyr Ala Thr Asp Pro Pro Thr
1 : 5

<210> .17

<211> 11

<212> ‘PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> !
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

de consenso Sintética"

<220>

<221> VARIANTEE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="val"

<220>
<221> misc_ feature
<222> (5)..(5)

<223> /néta="Residuo dado en la secuencia no tiene

-134 -

Péptido

Péptido

Secuencia

preferencia con respecto a las anotaciones para dicha

posicién”

<220>

<221> VARIANTEE

222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Ala"

<220> |
<221> VARIANTE
<222> (8)..(8)
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<223> /reemplazar="Asn"

L <220>

' <221> VARIANTE

1 <222> (9)..(9)

. <223> /reemplazar="Ala"

1 <220>
1 <221> VARIANTE
1 <222> (10)..(10)
1 <223> /reemplazar="Leu"

<220>
<221> misc feature
<222> (7)..(10)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"”

<400> 17
Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ser Val Ala
1 5 10

<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
de consenso sintética"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1).. (1)

<223> /reemplazar="Leu"

<220>

<221> misc feature
<222> (1)..(1)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna

con respecto a las anotaciones para dicha posicién"

<400> 18

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 19

<211> 9

I



<212>

PRT

<213> Secpencia Artificial

<220>
<221>
<223>

fuente

/nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

de consenso sintética"

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

VARIANTE
(3)..(3)
/reemplazar="Phe”

VARIANTE
(4) .. (4)

/reemplazar="Pro”

VARIANTE
(5)..(9)
/reemplazar="Asn"

VARIANTE
(6)..(6)
/reemplazar="Tyr"

VARIANTE
(7)..(7)
/reemplazar="Leu"

VARIANTE
(8)..(8)
/reemplazar="Thr"

misc_ feature
(3)..(8)

o \\Glyll O \\Aspll O \\Tyr"

o “Ser” o “Ala"

o "Asp" o HSer"

- 136 -

Secuencia

/nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"”

19

Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Pro Thr

1

<210>
<211>
<212>

5

20
119
PRT



<213> Secﬁencia Artificial

<220> !

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de
sintético™

<400> 20
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
Gly

1 | 5

Ser Leu Arg. Leu Ser Cys Ala
Tyr ﬂ
120

Ala Tle HislTrp Val Arg Gln
Val ‘
35

Gly Trp Ile Ser Pro Ala Gly
Val ‘
50 l 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
Tyr ‘

65 ‘ 70

80 1

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
Cys
85

Ala Arg Gly Pro Phe Ser Pro
Gly 1
100

Thr Leu Val Thr: Val Ser Ser
115 ‘

<210> 21

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Trp

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Val

105

Gly

10

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

110
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Polipéptido

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln



<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de
sintético"

400> 21

Glu
Gly
1

Ser

TYr

Gly
Val

Gly
Val.
‘50

Lys

Val Gln Leu

Leu Arg Leu

20

Ile His Trp

35

Trp Ile Ser

Gly Arg Phe

Tyr

65
80

Leu
Cys

Ala
Gly

Thr

Gln Met Asn

Arg Gly Pro

100

Léu Val Thr
- 115

<210> 22

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<221> fuente

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Artificial

Secuencia Artificial:

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Trp

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Val

105

Gly

10

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110
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Polipéptido

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln



<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

sintético"
I

<400> 22 |
Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Ala Ile His
1. 5 10

<210> 23

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 23
Gly Phe Thr Phe Leu Gly Tyr Gly Ile His
1 . 5 10

<210> 24

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintetico"

<400> 24

139 -

Péptido

Péptido

Péptido

Gllerp Ile Ser Pro Ala Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser

Val
1 5 10

Lys Gly

<210> 25

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<2202
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400>. 25

15

Péptido
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Gly Pfo Phe Ser Pro Trp Val Met Asp Tyr
1 ' 5 10

<210> 26
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220> .

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Secuencia
de consenso sintética"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="Leu"

<220>
<221> misc_feature
<222> (5)..(5)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicién”

<220> .

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="Gly"

<220>
<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicidén"

<400> 26
Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Ala Ile His
1 5 10

<210> 27

<211> 129

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> ‘
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido
Sintético"



. <400> 27
i Glu Ile Ser

EGln
1

?ro
Phe

Tyr
Leu

Giu
Ala

Asp
Asn
65
80

Thrl
Val-

Tyr

Tyr

Trp

50

Ser

Ala

Tyr

Gly

Tyr
Ser

Ser

Lys

<210> 28
<211> 10

<212>
<213>

<220>

<221>

Ser

35

Val

Val

Tyr

Cys

Ala

115

PRT
Secuencia Artificial

fpente

Glu

Ser

20

Ser

Ala

Lys

Leu

Ala

100

Met

Val

Leu

Ile

Ser

Gly

Gln

85

Arg

Asp

Gln

Arg

His

Ile

Arg

70

Met

Gln

Tyr

Leu

Leu

Trp

Ser

55

Phe

Asn

Pro

Trp

Val

Ser

Val

40

Pro

Thr

Ser

Thr

Gly

120

Glu

Cys

25

Arg

Tyr

Ile

Leu

His

105

Gln

Ser

10

Ala

Gln

Ser

Ser

Arg

90

Tyr

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

75

Ala

Tyr

Thr

Gly

Ser

Pro

Tyr

60

Asp

Glu

Tyr

Leu

Gly

Gly

Gly

45

Thr

Thr

Asp

Tyr

Val

125

Leu

Phe

30

Lys

Ser

Ser

Thr

Ala

110

Thr

- 141 -

Val

15

Asn

Gly

Tyr

Lys

Ala

95

Lys

vVal
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<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 28
Gly Phe Asn Phe Tyr Tyr Ser Ser Ile His
1 5 10

<210> 29

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 29

Ala Ser Ile Ser Pro Tyr Ser Gly Tyr Thr Ser Tyr Ala Asp Ser
Val

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 30

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 30

{ Gln Pro Thr His Tyr Tyr Tyr Tyr Ala Lys Gly Tyr Lys Ala Met
Asp

C 1 5 10 15

- Tyr

<210> 31

<211> 108

'<212> PRT

'<213> Secuencia Artificial

<220>



<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de
Sintético"

<400>
Asp 'Il
Gly
1 ‘

31
e Gln

Asp Arg Val

Ala

Ile

Val Ala Trp

35

Tyr Ser Ala

Gly
50

Ser Gly Ser

Pro
65
80

Phe

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> .

<211>

<212>

32
108

'PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

<213>|Secuencia

<220> -

<221>
<223>
Sintét

<400>

fuente

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

- 143 -

Polipéptido

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido

Ij-co"

32

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

Gly
1

5

10

15



Asp Arg Val

Ala

val Al
Ile

a Trp

35

Ser:Trp Ala

Gly
50

Ser: Gl
Pro

65

80

Glu As
Phe'

y Ser

p Phe

Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
Sintét

<400>

33
108
PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gin
100

Secuencia

fuente
/nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

ico"

33

Ile

Gln

Trp

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Val

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser
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Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Polipéptido

Asp Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

Gly
1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser

Ala

20

25

30



Val Ala Trp Tyr

Ile

35

Tﬁp Tyr Ala Ser

Gly
. 50

Sei Gly Ser Gly

Pro
65
80 .

Glu:Asp Phe Ala

Phe

Thr Phe Gly Gln

<210>
<2113
<212>
<213>

<2205
<221>:

100

34

108

PRT
Secuencia

fuente

Gln

Trp

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

<223>i/nota="Descripcién de

Sintéﬁ

<400> -

ico"

34

Asp Ile Gln Met

Gly
1

Asp Arg Val Thr

Ala

20

Val Ala?Trp Tyr

Ile

35

Trp Trp Ala Ser

Gly
50

Thr

Ile

Gln

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Ala

Val

Lys

45

Arg

Leu

Phe

Leu

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

- 145 -

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Polipéptido

Val

15

Ser

Leu

Ser
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Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

Pro

65 70 75
80

85 ' 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
' 100 105

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 35
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ala Val Ala
1 5 10

<210> 36

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 36
Ser Ala Ser Ser Leu Tyr Ser
1 . 5

<210> 37

<211> 7

<212> PRT

<2L3> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

EGlu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Tyr Ser Pro
Phe

95

Péptido

Péptido



€223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 37
Trp Ala Ser Trp Leu Tyr Ser
1 5

<210> 38

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<2§O>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 38
Tyr Ala Ser Trp Leu Tyr Ser
1 5

<210> 39

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<2205
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 39
Trp Ala Ser Ser Leu Tyr Ser
1 ' 5

<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> -
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"
<400> 40
Gln Gln Tyr Ser Tyr Ser Pro Phe Thr

1 _ 5]

<210> 41

-147 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido
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<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
consenso sintética"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> /reemplazar="Trp” o “Tyr"

<220>
<221> misc_ feature
<222> (1)..(1)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicién"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar="Trp"

<220>

<221> misc feature
<222> (4)..(4)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicién”

<400> 41
Ser Ala Ser Ser Leu Tyr Ser
1 5

<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220}
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
consenso Sintética"

<220>.

<221> VARIANTE

<222>.(5)..(5)
<223>:/reemplazar="Asp” o “Val"
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<220>
<221> misc feature
<222> (5)..(5)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
: con respecto a las anotaciones para dicha posicién”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Ala"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="Thr” o “Asn"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)..(9)

<223> /reemplazar="Ser"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> /reemplazar="Leu"

<220>

<221> misc_ feature
<222> (7)..(10)

<223% /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para ‘dichas posiciones”

<400> 42
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ala Val Ala
1 ‘ 5 10

<210> 43

<211>°7

<212> PRT

<213> 'Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> 7nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
consenso sintética”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)



<223> /reemplazar="Trp” o “Tyr” o “Leu"

<220>
<221> misc feature
<222> (1) ..(1)

- 150 -

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene

preferencia alguna

con respecto a las anotaciones para dicha posicidén”

<220>

<221> VARIANTE
222> (4)..(4)

<223> /reemplazar="Ser” o “Trp"

<220>

<221> misc_feature
<222> (4)..(4)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene

preferencia alguna

con respecto a las anotaciones para dicha posicidén”

<400> 43
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 ‘ 5

<210> 44

<211> 9

<212> PRT

<2l3% Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

consehso sintética"

<220>"

<221> VARIANTE

<222> . (3)..(3)

<223>:/reemplazar="Phe” o “Gly” o “Asp” o “Tyr"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (4) .. (4)

<223>:/reemplazar="Pro” o “Ser” o “Ala"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> 7reemplazar="Thr” o “Asn"

<220>
<221> VARIANTE

Secuencia



- 151 -

<222> (6)..(6)
<223> /reemplazar="Tyr” o “Asp” o “Ser"

<220>

<221> VARIANTE
222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Leu"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="Pro” o “Thr"

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(8)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"”

<400> 44
Gln Gln Ser Tyr Tyr Thr Pro Phe Thr
1 . 5

<210> 45

<211> 10

<212> PRT

<213>ESecuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223>. /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
consenso sintética”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> /reemplazar="Thr"

<220> |
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferéncia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicidén"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="Leu” o “Tyr"

<220>
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<221> VARIANTE
<222> (06)..(6)
<223> /reemplazar="Tyr"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Ser"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar="Gly” o “Ser"

<220>
<221> misc feature
<222> (5)..(8)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"

<400> 45
Gly Phe Asn Phe Ser Gly Tyr Ala Ile His
1 5 10

210> 46

<211> 18

£212> PRT

<213> Secuencia Artificial

{220>

£221> fuente

€223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
consenso sintética"

220>
£221> VARIANTE

?222> (1)..(1)
£223> /reemplazar="Gly"

%220>
<221> VARIANTE
£222> (2)..(2)

<223> /reemplazar="Ser"

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones™
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="Tyr"

<220>
<221> VARIANTE

L 222> () .. (T)
. <223> /reemplazar="Ser"

L <220>

- L221> misc feature
$<222> (6)..(7)

. <223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen

preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones

'para dichas posiciones”

<220>
<221> VARIANTE
<222> (9)..(9)

<223> /reemplazar="Tyr"

<220>

£221> misc feature

€222> (9)..(9)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna

' con respecto a las anotaciones para dicha posicién”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)..(11)

<223> /reemplazar="Ser"

<220>

<221> misc feature
<222> (11)..(11)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicidén"”

<400> 46

Ala Trp Ile Ser Pro Ala Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser
Val

1 5 10 15

Lyé Gly

<2Lo> 47
<211> 17
<212> PRT



<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Secuencia Artificial

fuente

- 154 -

/nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Secuencia
consenso sintética"

VARIANTE
(1)..(1)

/reemplazar="Gly"

misc_feature
(1)..(1)

/nota="El residuo dado en la secuencia no tiene

preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicién”

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

- <222>
<223>

. <220>

<221>

222>
1<223>

- <220>
<221>

<222>

<223>

1<220>
'<221>
<222>
<223>

'<220>

<2213
K222>

VARIANTE
(3)..(3)
/reemplazar="Phe"

VARIANTE
(4)..(4)

/reemplazar="Ser"

VARIANTE
(5)..(3)
/reemplazar="Pro"

VARIANTE
(6)..(6)
/reemplazar="Trp"

VARIANTE
(7) .. (7)

/reemplazar="val"

VARIANTE
(8)..(14)
/reemplazar=" "

misc feature
(3)..(14)
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<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones”

<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(14)

<223> /nota="Cuando estd presente, esta regién estd presente
en su totalidad"

<400> 47

Gln Pro Thr His Tyr Tyr Tyr Tyr Ala Lys Gly Tyr Lys Ala Met
Asp

1 5 10 15

Tyf

<210> 48

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético”

<400> 48
Tyr Ala Lys Gly Tyr Lys Ala
1 ‘ 5

<210>- 49

<211>:501

<212> PRT

<213> ‘Homo sapiens

<400> 149

Met Ala Gln Ala Leu Pro Trp Leu Leu Leu Trp Met Gly Ala Gly
Val

1 3 5 10 15

Leu Prd Ala His Gly Thr Gln His Gly Ile Arg Leu Pro Leu Arg
Ser

20 25 30

Gly Leu Gly Gly Ala Pro Leu Gly Leu Arg Leu Pro Arg Glu Thr
Asp

135 40 45



Glu
Val

Asp
Thr
65
80

Val
Ser

Ser
Tyr

Tyr
Val

Tyr
Asp

Leu
Ile
145
160

Ala
Trp

Glu
Asp

Ser
Pro

Glu

50

Asn

Gly
Asn

Gln

Pro

Leu

Ser

Phe

Arg

115

130"

Valiser

Ala

Gly

Leu

Val

Pro

Ile
ile

Glu

195

Glu

Arg

Pro

Ala

100

Gln

Tyr

Ile

Thr

Leu

180

Pro

Glu

Pro

85

Val

Leu

Thr

Pro

Glu

165

Gly

Phe

Pro

70

Gln

Gly

Ser

Gln

His

150

Ser

Leu

Phe

Gly

55

Ser

Thr

Ala

Ser

Gly

135

Gly

Asp

Ala

Asp

Gly

Leu

Ala

Thr

120

Lys

Pro

Lys

Tyr

Ser

200

Arg

Gln

Asn

Pro

105

Tyr

Trp

Asn

Phe

Ala

185

Leu

Gly

Gly

Ile

90

His

Arg

Glu

Val

Phe

170

Glu

Val

Ser

Tyr

75

Leu

Pro

Asp

Gly

Thr

155

Ile

Ile

Lys

Phe

60

Tyr

Val

Phe

Leu

Glu

140

Val

Asn

Ala

Gln

Val

Val

Asp

Leu

125

Leu

Arg

Arg

Thr

205

Glu

Glu

Thr

His

110

Lys

Ala

Ser

Pro

190

His

- 156 -

Met

Met

95

Arg

Gly

Thr

Asn

Asn

175

Asp

Val



'

. Asn
' Gln

. Ser

Ile
I 225
1240

\Asp
Arg

Glu
Gln

Asp
Val

Asp
Ala

Ala
Asp
305
320

Gly
Thr

Pro
val

Thr
Arg

Leu

210

Glu

His

Trp

Leu

Ser

290

Val

Phe

Trp

Asn

Phe

Val

Ser

Tyr

Lys

275

Gly

Lys

Trp

Asn

Gln

355

Ser

Leu

Leu

Tyr

260

Met

Thr

Ser

Leu

Ile

340

Ser

Leu

Ala

Tyr

245

Glu

Asp

Thr

Ile

325

Phe

Phe

Gln

Ser

230

Thr

Val

Cys

Asn

Lys

310

Glu

Pro

Arg

Leu

215

Val

Gly

Ile

Lys

Leu

295

Ala

Gln

Val

Ile

Cys

Ser

Ile

Glu

280

Ala

Leu

Ile

Thr

360

Gly

Gly

Leu

Val

265

Tyr

Leu

Ser

Val

Ser

345

Ile

Ala

Ser

Trp

250

Arg

Asn

Pro

Ser

Cys

330

Leu

Leu

Gly

Met

235

Tyr

Val

Tyr

Lys

Thr

315

Trp

Tyr

Pro

Phe

220

Ile

Thr

Glu

Asp

Lys

300

Glu

Gln

Leu

Gln

Pro

Ile

Pro

Ile

Lys

285

Val

Lys

Ala

Met

Gln

365

Leu

Ile

Asn

270

Ser

Phe

Phe

Gly

Gly

350

Tyr

- 157 -

Asn

Gly

Arg

255

Ile

Glu

Pro

Thr

335

Glu

Leu



2 Ala

Pro Val

370

lee Ser
}Glu
385

400

Gly Phe
Ala

val Ser
Glu

Gly Pro
Pro

Gln'Thr
Ala
450

Ile Cys
Trp 3
465

480

Cys Cyé
Asp '

Ile Ser

<210> 50
<211> 47

Glu

Gln

Tyr

Ala

Phe

435

Asp

Ala

Leu

“Leu

6

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 50

Val

Asp

Ser

Val

Cys

420

Val

Glu

Leu

Leu
500

Val

Ser

Val

405

His

Thr

Ser

Phe

485

Lys

Ala

Thr

390

Phe

Val

Leu

Thr

Met

470

Leu

Thr

375

Gly

Asp

His

Asp

Leu

455

Leu

Arg

Ser

Thr

Arg

Asp

Met

440

Met

Pro

Gln

Gln

Val

Ala

Glu

425

Glu

Thr

Leu

Gln

Asp

Met

Arg

410

Phe

Asp

Ile

Cys

His

490

Asp

395

Lys

Arg

Cys

Ala

Leu

475

Asp

Cys

380

Ala

Arg

Thr

Tyr

460

Met

Asp

Tyr

Val

Ile

Ala

Tyr

445

Val

Val

Phe

Lys

Ile

Ala

430

Asn

Met

Cys

Ala

- 158 -

Phe

Met

Phe

415

Val

Ile

Ala

Gln

Asp

495

Met Ala Gln Ala Leu Pro Trp Leu Leu Leu Trp Met Gly Ala Gly



Leu
Ser

Gly
Asp

Glu
Val

Asp
Thr
65
80

Val
Ser

Ser
Tyr

Tyr
Val

Tyr
Asp

Leu
Ile
145
160

Ala
Trp

Pro

Leu

Glu

50

Asn

Gly

Asn

Gln

Val

130

Val

Ala

Ala

Gly

35

Pro

Leu

Ser

Phe

Arg

115

Pro

Ser

Ile

His

20

Gly

G l.-_u

Arg

Pro:

Ala

Gly

Ala

Glu

Gly

Pro

-85

Val

100 -

Gln

Tyr

Ile

Thr

Leu
Tl-hr

Pifo

Glu

165

Thr

Pro

Pro

Lys

70

Gln

Ser

Gln

His

150

Ser

Gln

Leu

Gly

55

Ser

Thr

Ala

Ser

Gly

135

Gly

Asp

His

Gly

40

Gly

Leu

Ala

Thr

120

Lys

Pro

Lys

Gly

25

Leu

Arg

Gln

Asn

Pro

105

Tyr

Trp

Asn

Phe

10

Ile

Arg

Gly

Gly

Ile

90

His

Arg

Glu

Val

Phe

170

Arg

Leu

Ser

Tyr

75

Leu

Pro

Gly

Thr

155

Ile

Leu

Pro

Phe

60

Tyr

Val

Phe

Leu

Glu

140

Val

Asn

Pro

Arg

45

Val

vVal

Asp

Leu

Arg

125

Leu

Arg

Leu

30

Glu

Glu

Glu

Thr

His

110

Lys

Gly

Ala

Ser

- 159 -

15

Arg

Thr

Met

Met

95

Arg

Gly

Thr

Asn

Asn

175



Glu
Gly

Ala
Gly

Ser
Leu

Trp
Val
225
240

Arg
Tyr

Asn
Leu

Pro
Ser

Ser
Val

Cys
Ser
305
320

Leu
Ile

Gly

Met

210

Tyr

Val

Tyr

Lys

Thr

290

Trp

Tyr

Ile

Phe

195

Ile

ThrlPro

Glu

Asp

Lys

275

Glu

Gln

Leu

Leu
180

Pro

Ile

Ile
Lys
260
Val

Lis

Ala

Met

Leu

Ile

Asn

245

Ser

Phe

Phe

Gly

325

Leu

Asn

Arg

230

Ile

Glu

Pro

Thr

310

Glu

Ala

Gln

Ile

215

Arg

Gln

Val

Ala

Asp

295

Thr

Val

Tyr

Ser

200

Asp

Glu

Asp

Asp

Ala

280

Gly

Pro

Thr

Ala

185

Glu

His

Trp

Leu

Ser

265

Val

Phe

Trp

Asn

Glu

Val

Ser

Tyr

Lys

250

Gly

Lys

Trp

Asn

Gln

330

Ile

Leu

Leu

Tyr

235

Met

Thr

Ser

Leu

Ile

315

Ser

Ala

Ala

Tyr

220

Glu

Asp

Thr

Ile

Gly

300

Phe

Phe

Arg

Ser

205

Thr

Val

Cys

Asn

Lys

285

Glu

Pro

Arg

Leu

190

vVal

Ile

Lys

Leu

270

Ala

Gln

Val

Ile

-160 - -

Cys

Gly

Ser

Ile

Glu

255

Arg

Ala

Leu

Ile

Thr

335



Leu:Pro
Gln.

Asp  Asp
Val .

Met Gly
Ala '
370

Arg Lys
Glu
385
400

Phe Arg
Glu

Asp Cys
Thr

Ile Ala
Leu

Cys Leu
Gln
450

His Asp
465 '

<210> .51
<211> 45

Gln

Cys

355

Ala

Arg

Thr

Tyr

435

Met

Asp

7

<212> PRT
<213> Homec sapiens

<400> 51

Gln

340

Tyr

Val

Ile

Ala

Tyr

420

Val

Val

Phe

Tyr

Lys

Ile

Gly

Ala

405

Asn

Met

Cys

Ala

Leu

Phe

Met

Phe

390

Val

Ile

Ala

Gln

Asp
470

Arg

Ala

Glu

375

Ala

Glu

Pro

Ala

Trp

455

Asp

Pro

Ile

360

Gly

Val

Gln

Ile

440

Cys

Ile

Val

345

Ser

Phe

Ser

Pro

Thr

425

Cys

Cys

Ser

Glu

Gln

Tyr

Ala

Phe

410

Asp

Ala

Leu

Leu

Asp

Ser

Val

Cys

395

Val

Glu

Leu

Arg

Leu-

475

Val

Ser

Val

380

His

Thr

Ser

Phe

Cys

460

Lys

Ala

Thr

365

Phe

Val

Leu

Thr

Met

445

Leu

Thr

350

Gly

Asp

His

Asp

Leu

430

Leu

Arg

- 161 -

Ser

Thr

Arg

Asp

Met

415

Met

Pro

Gln

Met Ala Gln Ala Leu Pro Trp Leu Leu Leu Trp Met Gly Ala Gly

Val |
1

5

10

15



Leu
Ser

Gly
Asp

Glu
Val

Asp
Thr
65
80

Val
Ser

Ser
Tyr

Tyr
Val

. Tyr
. Asp

.~ Leu
. Gln
- 145
1160

‘Thr
"Phe

Pro

Leu

Glu

50

Asn

Gly

Asn

Gln

Val

130

Pro

His

Ala

Gly

35

Pro

Leu

Ser

Phe

Arg

115

Pro

Asp

Val

His

20

Gly

Glu

Arg

Pro

Ala

100

Gln

Tyr

Asp

Pro

Gly

Ala

Glu

Gly

Pro

85

Val

Leu

Thr

Ser

Asn

165

Thr

Pro

Pro

Lys

70

Gln

Gly

Ser

Gln

Leu

150

Leu

Gln

Leu

55

Ser

Thr

Ala

Ser

135

Glu

Phe

His

40

Arg

Leu

Ala

Thr

120

Lys

Pro

Ser

25

Leu

Arg

Gln

Asn

Pro

105

Tyr

Trp

Phe

Leu

Ile

Arg

Ile

90

His

Arg

Glu

Phe

Gln

170

Arg

Leu

Ser

Tyr

75

Leu

Pro

Asp

Asp

155

Leu

Leu

Pro

Phe

60

Tyr

Val

Phe

Leu

Glu

140

Ser

Cys

Pro

Arg

45

Val

Val

Asp

Leu

Arg

125

Leu

Leu

Leu

30

Glu

Glu

Glu

Thr

His

110

Lys

Val

Ala

- 162 -

Arg

Thr

Met

Met

95

Arg

Gly

Thr

Lys

175



- 163 -

Pro Leu Asn Gln Ser Glu Val Leu Ala Ser Val Gly Gly Ser Met
Ile

180 185 190

Ile Gly Gly Ile Asp His Ser Leu Tyr Thr Gly Ser Leu Trp Tyr
Thr

|
195 200 205 ‘,

Pro Ile Arg Arg Glu Trp Tyr Tyr Glu Val Ile Ile Val Arg Val
Glu
210

215 220

Ile Asn Gly Gln Asp Leu Lys Met Asp Cys Lys Glu. Tyr Asn Tyr
Asp

225 230 235

240

Lys Ser Ile Val Asp Ser Gly Thr Thr Asn Leu Arg Leu Pro Lys
Lys

245 250 255

Val Phe Glu Ala Ala Val Lys Ser Ile Lys Ala Ala Ser Ser Thr
Glu

260 265 270

Lys Phe Pro Asp Gly Phe Trp Leu Gly Glu Gln Leu Val Cys Trp
Gln

275 280 285

- Ala Gly Thr Thr Pro Trp Asn Ile Phe Pro Val Ile Ser Leu Tyr
Leu

290 295 300

Met Gly Glu Val Thr Asn Gln Ser Phe Arg Ile Thr Ile Leu Pro
'Gln

305 310 315

320

Gln Tyr Leu Arg Pro Val Glu Asp Val Ala Thr Ser Gln Asp Asp
Cys

325 330 335



Tyr Lys
Ala

Val Ile
Arg

Ile Gly
Thr
370

Ala Ala
Gly
385
400

Tyr Asn
Tyr

Val Met
Met

Val Cys
Asp

Phe Ala
450

<210> 52
<211> 43

Phe

Met

355

Phe

Val

Ile

Ala

Gln

435

Asp

2

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 52

Ala

340

Glu

Ala

Glu

Pro

Ala

420

Trp

Asp

Ile

Gly

Val

Gly

Gln

405

Ile

Cys

Ile

Ser

Phe

Ser

Pro

390

Thr

Cys

Cys

Ser

Gln

Tyr

Ala

375

Phe

Asp

Ala

Leu

Leu
455

Ser

Val

360

Cys

Val

Glu

Leu

Arg

440

Leu

Ser

345

Val

His

Thr

Ser
Phe
425

Cys

Lys

Thr

Phe

Val

Leu

Thr

410

Met

Leu

Gly

Asp

His

Asp

- 395

Leu

Leu

Thr

Arg

Asp

380

Met

Met

Pro

Gln

Val

Ala

365

Glu

Glu

Thr

Leu

Gln

445

Met

350

Arg

Phe

Asp

Ile

Cys

430

His

- 164 -

Gly

Lys

Arg

Cys

Ala

415

Leu

Asp

Met Ala Gln Ala Leu Pro Trp Leu Leu Leu Trp Met Gly Ala Gly

Val
1

5

10

15

Leu Pro Ala His Gly Thr Gln His Gly Ile Arg Leu Pro Leu Arg

Ser



Gly
Asp

Glu
Val

Asp
Thr
65
80

' Val
Ser

Ser
Tyr

Tyr
Val

Tyr
Asp

Leu
Ala
145
160

Ser
Tyr

Thr
Glu

Leu

Glu

50

Asn:

Gly

Asn

Gln

Val

130

Leu

Val

Gly

35

Pro

Leu

Ser

Phe
Arg
115

Pro

Cys

Gly

Ser

20

Gly

Glu

Arg

Pro

Ala

100

Gln

Tyr

Gly

Leu

180

Ala

Glu

Gly

Pro

85

Val

Leu

Thr

Ala

Ser

165

Trp

Pro

Pro

Lys

70

Gln

Gly

Ser

Gln

150

Met

Tyr

Leu

Gly

55

Ser

Thr

Ala

Ser

Gly

135

Phe

Ile

Thr

40

Arg

Gly

Leu

Ala

Thr

120

Lys

Pro

Ile

Pro

25

Leu

Arg

Gln

Asn

Pro

105

Tyr

Trp

Leu

Ile

185

Arg

Gly

Gly

Ile

90

His

Arg

Glu

Asn

Gly

170

Arg

Leu

Ser

Tyr

75

Leu

Pro

Asp

Gly

Gln

155

Ile

Arg

Pro

Phe

60

Tyr

Val

Phe

Leu

Glu

140

Ser

Asp

Glu

Arg

45

Val

Val

Asp

Leu

Arg

125

Leu

Glu

His

Trp

30

Glu

Glu

Glu

Thr

His

110

Lys

Val

Ser

Tyr

190

- 165 -

Thr

Met

Met

95

Arg

Thr

Leu

Leu

175

Tyr



Val
Asp

Cys
Thr

Asn
Ile
225
240

Lys
Gly

Glu
Phe

Pro
Phe

Arg
Val

Ala
Ser
305
320

Thr
Val

Phe
His

Ile

Lys

210

Leu

Ala

Gln

Val

Ile

290

Thr

Gly

Asp

Ile Val

195

Glu Tyr

Arg Leu

Ala Ser

Leu Val

260

Ilé Ser
275

Thr Ile

Ser Gln

Thr!Val

Arg.Ala

1340

Arg

Asn

Pro

Ser

245

Cys

Leu

Leu

Asp

Met

325

Arg

vVal

Tyr

Lys

230

Thr

Trp

Tyr

Pro

Asp

310

Lys

Glu

Asp

215

Lys

Glu

Gln

Leu

Gln

295

Cys

Ala

Arg

Ile

200

Lys

Val

Lys

Ala

Met

280

Gln

Tyr

Val

Ile

Asn

Ser

Phe

Phe

265

Gly

Tyr

Lys

Ile

345

Gly

Ile

Glu

Pro

250

Thr

Glu

Leu

Phe

Met

330

Phe

Gln

Val

Ala

235

Asp

Thr

Val

Arg

Ala

315

Glu

Ala

Asp

Asp

220

Ala

Gly

Pro

Thr

Pro

300

Ile

Val

Leu

205

Ser

Val

Phe

Trp

Asn

285

Val

Ser

Phe

Ser

Lys

Gly

Lys

Trp

Asn

270

Gln

Glu

Gln

Tyr

Ala

350

- 166 -

Met

Thr

Ser

Leu

255

Ile

Ser

Asp

Ser

Val

335

Cys



Val
Thr

Leu
Ser

Thr
Phe
385
400

Met
Cys

Leu
Lys

<210> 53
<211> 27

His
Asp
370

Leh

Leu

Arg:

Asp

355

Met

Met

Pro

Gln

<212> PRT
<213> Secuencia

<220>

<221>
<223>

fuente
/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido

sintético"

<220>

<221>
<223>

fuente
/nota="biotina de terminal N"

<400> 53
Lys Thr Glu Glu Ile Ser Glu Val Asn Leu Asp Ala Glu Phe Arg

His
1

Glu

Glu

Thr

Leu

Gln

420

Phe

Asp

Ile

Cys

405

His

Arg

Cys

Ala

390

Leu

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Met

Asp

Artificial

5

Ala

360

Tyr

Val

Val

Phe

Ala

Asn

Met

Cys

Ala

425

Val

Ile

Ala

Gln

410

Asp

10

Glu

Pro

Ala

395

Trp

Asp

Asp Ser GLy Tyr Glu Val His His Gln Lys Leu

<210> 54
<211> 9
<212> PRT

20

25

Gln

380

Ile

Cys

Ile

Pro

365

Thr

Cys

Cys

Ser

Phe

Asp

Ala

Leu

Leu

430

- 167 -

Val

Glu

Leu

415

Leu

15



<213>

<220>
<221>
<223>

Secuencia Artificial
|

fuqnte

/nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

sintético"

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>

fuehte
/nota="Rh de term N"

fuente
/nota="templador de terminal C"

54

Glu Val Asn Leu Asp Ala Glu Phe Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

5

55

18

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/noﬁa="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético?

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>

fuente
/nota="FAM de terminal N"

fuente
/nota=" CONH2 de terminal C"

55

- 168 -

Péptido

Péptido

Lys Thr Glu Glu Ile Ser Glu Val Asn Leu Asp Ala Glu Phe Arg

Trp
1

5 10

Lys Lys

<210>
<211>
<212>

56
7 i
PRT

15



- 169 -

i<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
de consenso sintética"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> /reemplazar="Phe"

<220>
<221> misc feature
<222> (1)..(1)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicién"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar="Tyr"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="Arg"

<220>

<221> misc feature

<222> (4)..(5)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen

preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones™"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Pro” o “Arg” ov“Lys” o “Trp"

<220>

<221> misc_feature
<2223 (7)..(7)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna

- con respecto a las anotaciones para dicha posicién"

<400> 56
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 ﬂ 5



- 170 -

<210> 57

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
de' consenso sintética”

<220>

<221> VARIANTE
<222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Gln” o “Ser” o “Lys"

<220>
<221> misc feature
<222> (7)..(7)

<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicién”

<400> 57
Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Leu Pro Thr
1 3 5

<210> 58

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>"
<221> fuente

<223>:/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 58
Ser Ala Ser Tyr Leu Tyr Ser
1 l 5

<210> 59

<211> 7

<212> BRT

<213> Secuencia Artificial

<220> .
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"



<400> 59
Ser' Ala Ser Phe Leu Tyr Pro
1 5

<210> 60

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221>» fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 60
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Arg
1 : 5

<210>:61

<211> 7

<212> 'PRT

<213> ‘Secuencia Artificial

220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 61
Ser Ala Ser Tyr Leu Tyr Lys
1 ) 5

<210> 62

<211> 7-

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> _
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 62
Ser Ala Ser Tyr Leu Tyr Trp
1 ' 5

<210> 63 -
<211> 7 .
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

-171 -

Péptido

Péptido

Péptido



<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 63
Phe Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> o4

<211> 7

<212> PRT

<213>» Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético”

<400>. 64
Phe Ala Ser Phe Arg Tyr Ser
1 _ 5

<210> 65

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 65
Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Gln Pro Thr
1 ' 5

<210> 66.

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 66
Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Ser Pro Thr
1 , 5

-172 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

67
9
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

sintético”

<400>

Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Lys Pro Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>.
<221>

<223>

67

5 .

68

10
PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

de consenso sintética”

<220> -

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(2)..(2)
/reemplazar="Tyr"

VARIANTE
(3)..(3)
/reemplazar="Phe"

VARIANTE
(4)..(4)

/réemplazar="Tyr"

VARIANTE
(5)°% . (5)
/reemplazar="G1ln”

misd;feature
(2) .. (5)

O

\\Ile"

-173 -

Péptido

Secuencia

/nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones”



- 174 -

<400> 68
Gly Phe Thr Phe Leu Gly Tyr Gly Ile His
1: 5 10

<210> 69

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
de '‘consenso sintética"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /reemplazar="Ser” o “Gln"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)

<223> /reemplazar="Ser"

<220>

<221% misc feature

<222> (6)..(7)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"

<220>

<221>2VARIANTE

<222> :(9)..(9)

<223> /reemplazar="Lys” o “Leu"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> /reemplazar="Tyr"

<220> -

<221> misc_ feature

<222> (9)..(10)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aguellos en las anotaciones
para dichas posiciones"

<400> 69

Gly Trp Ile Ser Pro Ala Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser
Val
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Lys Gly

<210> 70

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
de .consenso sintética"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar="Tyr"

<220>
<221> misc_feature
222> (4)..(4)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
‘con respecto a las anotaciones para dicha posicidén"

<400>.70
Gly Pro Phe Ser Pro Trp Val Met Asp Tyr
1 : 5 10

<210> 71

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> .
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético”

<400> 71:
Gly Phe Phe Phe Gln Gly Tyr Gly Ile His
1 ' 5 10

<210> 72

<211> 10 -

<212> PRT:

<213> Secuencia Artificial



<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

sintetico"

<400> 72
Gly Phe Phe Phe Leu Gly Tyr Gly Ile His
1 | 5 10

<210> 73

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 73
Gly Tyr Thr Tyr Ile Gly Tyr Gly Ile His
1 5 10

<210> 74

<211> 18

<212>,PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético”

<400> 74

- 176 -

Péptido

Péptido

Péptido

Gly Trp Ile Ser Pro Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser

Val
1 5 10

Lys Gly

<210> 75

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

15



-177 -

<223>:/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 75

Gly Trp Ile Ser Pro Gln Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser
Val

1 1 5 10 15

Lys Gly

<210> 76

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> '
<221> fuente

<223> /ﬁota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 76 ~

Gly Trp Ile Ser Pro Ala Gly Gly Lys Thr Asp Tyr Ala Asp Ser
Val

1 1 5 10 15

Lys Gly

<210> 77
<211> 18 .
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220> _
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 77

Gly Trp ILe Ser Pro Ala Gly Gly Leu Tyr Asp Tyr Ala Asp Ser
Val

1 : 5 10 15

Lys Gly

<210> 78



-178 -

<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220> '
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético”

<400> 78

Gly Trp Ile Ser Pro Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser
Val

1 ; 5 10 15

Lys Gly

<210> 79

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 79
Gly Pro Phe Tyr Pro Trp Val Met Asp Tyr
1 : 5 10

<210> 80

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> \
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético"

<400> 80

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
Gly

1 - 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Leu Gly
Tyr

20 25 30



Gly Ile His Trp

Val

35

Gly Trp Ile Ser

Val

50

Lys Gly Arg Phe

65 -
80

Leu 'Gln Met Asn

Cys

Ala Arg Gly Pro

Gly

100

Thr Léu Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

115

81

119

PRT
Secuencia

fuente

Val Arg Gln Ala Pro

40

Pro Ser Gly Gly Ser

55

Thr Ile Ser Ala Asp

70

Ser Leu Arg Ala Glu

85

Phe Ser Pro Trp Val

105

Val Ser Ser

Artificial

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

179 -

Leu Glu Trp

45

Ala Asp Ser

Asn Thr Ala

Val Tyr Tyr

95

Trp Gly Gln

110

/nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético"

81

Glu VallGln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

Gly
1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Leu Gly

Tyr

20

25

30



Gly Ile His Trp Val Arg Gln
Val
35

Gly Trp Ile Ser Pro Gln Gly
Val
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
Tyr

65 70

80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
Cys
85

Ala Arg Gly Pro Phe Ser Pro
Gly
100

.Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
3 115

210> 82

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de
sintético"

<400> 82

Glu: Val Gln Leu Val Glu Ser
Gly.
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
Tyr
20

Gly Ile His Trp Val Arg Gln
val
35

- 180 -

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp

40 45

Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser

60

Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala

75

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

90 95

Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln

105 110

Secuencia Artificial: Polipéptido

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

10 15

Ala Ser Gly Phe Thr Phe Leu Gly

25 30

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp

40 45

——



Gly Trp Ile Ser Pro Ala Gly
Val °
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
Tyr =

65 } 70

80 '

Leu Glﬂ Met Asn Ser Leu Arg
Cys '
85

Ala Arg Gly Pro Phe Ser Pro
Gly
100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 83 :
<211> 119
<212> PRT
<213> Secuéncia Artificial

<220> :
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de
sintético"

<400> 83

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
Tyr :
20

Gly Ile His Trp Val Arg Gln
Val
35

- 181 -

Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser

60

Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala

75

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

90 95

Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln

105 110

Secuencia Artificial: Polipéptido

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

10 15

Ala Ser Gly Phe Phe Phe Gln Gly

25 30

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp

40 45



Val

Gly Trp Ile Ser Pro Ala

50%

Tyr
65
80

Lys Gly Arg Phe Thr Ile

70

Leu Gln' Met Asn Ser Leu

Cys

85

Ala ArgEGly Pro Phe Ser

Gly

100

Thr Leu Val Thr Val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
sintét

<400>

115

84"
119
PRT

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidn de

ico"

84

Glu Val Gln Leu Val Glu

Gly
1

Tyr

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

20

Gly Ile His Trp Val Arg

Val

Val
50

35

Gly Trp Ile Ser Pro Ala

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Gly

Ala

Ala

Trp

Secuencia Artificial:

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Asp

Glu

Val

105

Ser

25

Pro

Ser

Thr Asp

Thr Ser

75

Asp Thr

90

Met Asp

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Asp

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Asn

Val

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Pro

Leu

30

Glu

Asp

-182 -

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Polipéptido

15

Gly

Trp

Ser



-183 -

Lyé Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala

Tyr
65 - 70
80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
Cys -
' 85

Ala Arg Gly Pro Phe Ser Pro
Gly
100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 85

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de
sintético"

<400> 85

Glu Val ‘Gln Leu Val Glu Ser
Gly ‘

1 : 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
Tyr '
20

Gly Ile Hi Trp Val Arg Gln
Val .
35

Gly Trp Ile Ser Pro Ala Gly
Val ‘
50 j 55

75

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

90

95

Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Gly

105

Gly Gly Leu

10

Ser Gly Phe

25

Pro Gly Lys

Ser Thr Asp

Val Gln

Phe Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

110

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Polipéptido

Trp

Ser



Lys Gl
Tyr
65
80 .

LeuiGl
Cys:

y Arg Phe

n Met Asn

Ala Arg Gly Pro

Gly

Thr Le

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>.
<221>:

100

u Val Thr
115

86

119

PRT
Secuencia

fuente

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Ser

Arg

Pro

Ser

Artificial

<223>}/nota="Descripcién de
sintético"

<400> |

86

Glu Val Gln Leu

Gly
1

Ser Leu Arg Leu

Tyr

Gly Il
Val

20

e His Trp

35

Gly Trp‘Ile Ser

Val
50

Lys G1
Tyr

y Arg Phe

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

Ser

Ala

Gln

55

Ser

Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr

75

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr

90

Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly

Secuencia Artificial:

Ala

Ala

40

Ala

105

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

Val

Thr

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

110

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

- 184 -

Ala

Tyr

95

Gln

Polipéptido

15

Gly

Trp

Ser

Ala



65
80

Cys

Ala Arg Gly
Gly ‘

Leu Gln Met Asn

Pro

100

70

75

- 185 -

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

85

90

95

Phe Ser Pro Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 87
<211> 119
<212> PRT
<213> Secuen

<220>
<221> fuente

cila

Artificial

<223> /nota="Descripcién de

sintético"

<400> 87
Glu Vval Gln
Gly

1

Ser Leu Arg
Tyr ‘

Gly Ile His
Val
35

Gly Trp Ile
Val -
50

Lys Gly Arg
Tyr '
65
80

Leu

Leu

20

Ser

Phe

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Ala

105

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

110

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Polipéptido

Gly

15

Ser

Ala



‘Leu Gln Met Asn

Cys

Ala Arg Gly Pro

Gly

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu

<220>

<221>
<223>

88

119
PRT
Secuencia

Val
115

fuente
/nota="Descripcidén de

sintético"”

<400> 88

Glu Val Gln

Gly
1

Ser
Tyr

Gly
VaL

Glf
Val:
50

Lysl

Tyr
65
80

Leu

Ile

Trp

Arg
His
35

Ile

Arg

100

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

- 186 -

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

85

90

95

Phe Ser Pro Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln

Val Ser Ser

Artificial

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

105

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Gly

Thr

Thr

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

110

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Polipéptido

15

Gly

Trp

Ser

Ala



Cys

Gly

100

85

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
sintét

<400>

115

89
119

PRT
Secuencia

fuente

Artificial

/nota="Descripcidén de

ico"

89

Glu ValﬂGln Leu

Gly
1

Ser Le
Tyr

Gly Il
Val

Val
50

Lys G1
Tyr
65
80

Leu G1
Cys

ulArg Leu

20

e His Trp

35

Gly Trp Ile Ser

y Arg Phe

n Met Asn

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

105

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

90

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Leu

Phe

Asp

Ser

75

Thr

vVal

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

110

Pro

Leu

30

Glu

Thr

Tyr

- 187 -

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

95

Ala Arg Gly Pro Phe Ser Pro Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln

Polipéptido

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95



- 188 -

Ala Arg Gly Pro Phe Ser Pro Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln

Gly
100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 90
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /hota="Descripcién de

sintético"

<400> 90

Glu Val Gln Leu Val
Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
Tyr
20

Gly Ile His Trp Val
Val '
35

Gly Trp Ile Ser Pro
val
50

Lys Gly Arg Phe Thr
Tyr :

65

80

Leu Gln Met Asn Ser
Cys
85

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Val

Phe

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

110

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Polipéptido

Gly

15

Trp

Ser

Ala

Tyr

95



Ala Arq Gly Pro

Gly

100

Thr Leu: Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
sintét

<400>

115

91

119

PRT
Secuencia

fuente

-189 -

Phe Ser Pro Trp Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln

Val Ser Ser

Artificial

/nota="Descripcién de

icd"

91

Glu Val Gln Leu

Gly
1

Tyr

Ser Leu Arxrg Leu

20

Gly Ile Hi$ Trp

Val

35

Gly Trp Ileé Ser

Val
50

Lys G1
Tyr

65

80

y Arg. Phe

Leu Gln Met Asn

Cys

Ala Arg Gly Pro

Gly

100

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Trp

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Val

105

Gly

10

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Phe

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

110

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Polipéptido

15

Gly

Trp -

Ser

Ala

Tyr

95

Gln



Thr Léu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 92
<211> '119
<212> PRT

<213>

<220>
<221> fuente

<223>

sintético"

<400> 92

Glu
Gly
1

Ser
Tyr

Gly
Val

Gly
Val

Lys
Tyr
65
80

Leu
Cys

Ala
Gly

Thr

Val Gln

Leu Arg

Ile His

35

Trp Ile

50

Gly:Arg

Gln Met

Arg Gly

Leu:Val

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Pro

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Ser

Ser

}Secuencia Artificial

/nota="Descripcidén de

Ser

Ala

Gln

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Trp

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Val

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

110

-190 -

Polipéptido

Gly

15

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln



115

<210> 93

<211>7119

<212> PRT

<213> 'Secuencia Artificial

<220> -

<221> fuente

<223> '/nota="Descripcién de
sintético"

<400> 93

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
Gly

1 “ 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
Tyr '
20

Gly Ile His Trp Val Arg Gln
Val ‘
. 35

Gly Trp Ile Ser Pro Ala Gly
Val

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
Tyr ]

65 ! 70

80 '

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
Cys ‘
85

Ala Arg Gly Pro Phe Ser Pro
Gly -
100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

Secuencia Artificial:

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Trp

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Val

105

Gly

10

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

110

-191 -

Polipéptido

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln



<210> 94
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de

sintético"

<400> 94

Glu Val Gln Leu
Gly

1

Ser Leu Arg Leu
Tyr
20

Gly Tle His Trp
Val
35

Gly Trp Ile Ser
Val
50

Lys Gly Arg Phe
Tyr

65

80

Leu Gln Met Asn
Cys

Ala Arg Gly Pro
Gly
100

Thr Leu Val Thr
115

<210> 95
<211> 119

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Pro

Ser

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Trp

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Val

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

-192 -

Polipéptido

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln



<212>
<213>

<220>
§ 221>
©<223>
- sintét

- <400>
"Glu Va
"Gly

1

Ser Le
Tyr

Gly I1
Val

PRT

Secuencia Artificial

fuente

/nota="Descripcidén de

ico”

85
1l Gln

u Arg

e His

35

Gly Trp Ile

val
+ 50

Lys Gl
Tyr
65,

80

Leu Gl
Cys

Ala Ar
Gly:

y Arg

n Met

g Gly

Thr:Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

115

96
119
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Pro

100

Thr

Secuencia

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Glu

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ala

Gln

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Artificial

Secuencia Artificial:

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Trp

Gly

Ser

25

Pro

Leu

Asp

Glu

Val

105

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

110

-193 -

Polipéptido

Ser

Ala

Tyr

95

Gln



£220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de

sintético"

<400> 96

Glu Val Gln Leu
Gly

1

Ser Leu Arg Leu
Tyr
7 20

Gly Tle His Trp
Val
| 35

GlykTrp Ile Ser
vVal :
50

Lys Gly Arg Phe
Tyr

65

80

Leu Gln Met Asn
Cys

Ala Arg Gly Pro
Gly ‘
100

Thr Led Val Thr
115

<210> 97

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia

<220> 1
<221> fuénte

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Ser

Ala

Gln

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Artificial

Secuencia Artificial:

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Trp

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Val

105

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Tyr

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Tyr

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Ile

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

110

- 194 -

Polipéptido

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln



<223$ /nota="Descripcién de

sintét

<400>;
Glu Va
Gly
1

Ser Le

Tyr

Gly I1

Val

ico"

97
1l Gln Leu

u Arg Leu

20

e His Trp

35

Gly Trp Ile Ser

Val
50

Lys Gl
Tyr

65

80

Leu Gl
Cys

Ala Ar
Gly

Thr Le

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
sintét

y 'Arg Phe

n Met Asn

g Gly Pro

100

u Vél Thr
115

98

119

PRT -
Secuencia

fuente

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Glu

Cys

Ala

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Artificial

Secuencia Artificial:

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Trp

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Val

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Trp

Pro

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

- 195 -

Polipéptido

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptid

ico"



- 196 -

<400> 98

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
Gl

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Leu Gly
Tyr
20 25 30

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
val
1 35 40 45

Gly Trp Ile Ser Pro Ala Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser
Val
50 55 _ 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala
Tyr

65 70 75

80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys
85 90 95

Ala Aﬁg Gly Pro Phe Ser Pro Trp Val Met Asp Tyr Trp'Gly Gln
Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
© 115

<210> 99

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético"

<400> 99

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
Gly '



Asp Ar
Ala

VaL Al
Ile

g Val Thr

20

a Trp Tyr

35

Tyr:Ser Ala Ser

Gly .
50

Ser Gl
Pro
65

80

y Ser Gly

Glu Asp Phe Ala

Pro

Thr Phe Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
sintét

<400>

100

100
108
PRT
Secuencia

fuente

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Cys Arg

Lys Pro

40

Tyr Ser

55

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Artificial

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Glu
105

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Arg

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

-197 -

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

95

/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido

iCQ"

100

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

Gly
1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr

Ala

20

25

30



Ile

Gly
50

Val Ala Trp Tyr

35

Tyr Sér Ala Ser

Ser Gly Ser Gly

Pro
65
80

Glu As? Phe Ala

Pro

Thr Phé Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
sintét

<400>

100

101
108
PRT
Secuencia

fuente

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

/nota="Descripcién de

ico"

101

Asp Ile Gln Met

Gly
1

Asp Arg Val Thr

Ala

20

Val Ala Trp Tyr

Ile

35

Tyr Ser Ala Ser

Gly
50

Thr

Ile

Gln

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Val

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Arg

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ala

Val

Lys

45

Arg

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

-198 -

Leu

Ser

Gln

Leu

95

Polipéptido

Val
15
Thr

Leu

Ser



Ser Gly Ser
Pro
65
80

Glu Asp Phe
Pro

Thi Phe Gly

<210> 102
<211> 108
<212> PRT

Gly

Ala

Gln
100

<213> Secuencia

<220>

<221> fuente

Thr Asp Phe Thr Leu

70

Thr Tyr Tyr Cys Gln

85

Gly Thr Lys Val Glu

Artificial

<223> /nota="Descripcién de

sintético"

<400> 102
Asp Ile Gln
Gly .

1

Asp Arg Val
Ala

Val Ala Trp
Ile
35

Tyr Sef Ala
Gly ﬁ
50

Ser Gly Ser
Pro
65
80

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

- 199 -

Thr Ile Ser Ser Leu Gln

75

Gln Phe Pro Thr Tyr Leu

90

Ile Lys Arg

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

95

Polipéptido

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln



Glu 'Asp Phe Ala

Pro

Thr Phe Gly Gln

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>

<221>
<223>

103
108
PRT
Secuencia

fuente
/nota="Descripcidén de

sintético”

<400> 103
Asp Ile Gln

Gly
1

Asp
Ala

Val
Ile

Tyr
Gly

Ser
Pro
65
80

Glu
Pro

Thr

Arg
Ala

Ser

50

Asp

Phe‘

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

- 200 -

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Leu

85

90

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

Artificial

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

105

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Polipéptido

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Gln

95



<210>
<211>
<2123
<213>

<220>.

<221>
<223>

104
108
PRT
Secuencia Artificial

 fuente
. /nota="Descripcidén de

sintético”

<400> 104
Asp Ile Gln

Gly
1

Asp
Ala

Val
Ile

Tyr
Gly

Ser
Pro
65
80

Glu
Pro

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

Arg

Ala

Ser

50

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

105
108
PRT
Secuencia

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

fuente .

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser
Ser
30

Leu

Phe

Leu

Tyr

- 201 -

Polipéptido

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

95



- 202 -

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético"

<400> 105

Asp Ile GIln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr
Ala
' 20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
Ile:
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Pro Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
Pro ;

65 ] 70 75
80 ‘

Glu Aép Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Leu
Pro ‘

85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 106
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético"

<400> 106

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
Gly '

1 1 5 10 15



AspﬂArg Val Thr Ile Thr Cys
Ala |
' 20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
Ile
35

Tyr Sér Ala Ser Phe Leu Tyr
Gly
50: 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
Pro

65 70

80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
Pro
85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys

100

<210> 107 -

<211> 108 .

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> :

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de
sintético"”

<400> 107

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
Gly

1 ‘ 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
Ala
20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
Ile ‘

- 203 -

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr

25 30

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu

40 45

Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser

60

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

75

Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Ser

90 95

Val Glu Ile Lys Arg
105

Secuencia Artificial: Polipéptido

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

10 15

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr

25 30

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu



35

Tyr Ser Ala Ser
Gly
50

Ser Gly SeriGly
Pro

65

80

Glu Asp Phe Ala
Pro

Thr Phe Gly Gln
100

<210> 108
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia

<220>
<221> fuente

Phe

Thr

Thr

85

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

<223> /nota="Descripcidén de

sintético"

<400> 108

Asp Ile Gln!Met
Gly

1

Asp Arg Val Thr
Ala ‘
20

Val Ala Trp.Tyr
Ile
35

Tyr Ser Ala Ser
Gly
50

Thr

Ile

Gln

Phe

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

40

Ser

Thr

Cys

Val

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Arg

Gly Vval

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

Ser Ser

10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly Vval

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Arg

Ser

Asp

Pro

Ser

60

45

- 204 -

Arg Phe Ser

Ser Leu Gln

Thr Tyr Lys

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

30

Leu

Phe

95

Polipéptido

Val

15

Thr

Leu

Ser



Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

Pro
65
80

Glu Asp Phe Ala
Pro

70

Thr Tyr Tyr Cys Gln

85

- 205 -

Thr Ile Ser Ser Leu Gln

75

Gln Phe Pro Thr Tyr Lys

90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

100

<216> 1069
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia

<220>
<221> fuente

Artificial

<223> /nota="Descripcién de

sintético"

<400> 109

Asp Ile Gln Met
Gly

1

Asp Arg Val Thr
Ala
20

Val Ala Trp Tyr
Ile
35

Tyr Ser Ala Ser
Gly
50

Ser Gly Ser Gly
Pro
65
80

Glu Asp Phé Ala
Pro ‘

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Secuencilia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Lys

Thr

Cys

105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Polipéptido

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Gln



85

90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

100

<210> 110
1 <211> 108
<212> PRT

'<213> Secuencia Artificial

K220>
221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de

sintético"

<400> 110

Asp Ile Gln Met
Gly

1

Asp Arg Val Thr
Ala
| 20

Val Ala Trp Tyr
Ile:
35

Tyr Ser Ala Ser
Gly
50

Ser Gly Ser Gly
Pro
65
80

Glu Asp Phe Ala
Pro ‘

Thr Phe Gly Gln
: 100

<210> 111

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

105

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

- 206 -

95

Polipéptido

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

95



<211>
<212>
<213?

<220$

<2213
<223>

108
PRT
Secuencia Artificial

fuente
. /nota="Descripcidn de

sintético™

<400> 111
Asp Ile Gln

Gly
1

Asp
Ala

Val
Ile

Tyr
Gly

Ser
Pro
65
80

Glu
Pro

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

Arg 

Ala

Ser

50

Asp

Phe

<220>

<221>
<223>

Val

Trp

35

Ala

Ser:

Phe

112
108
PRT
Secuencia

fuente
/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético"”

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

Secuencia Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

vVal

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Arg

Ala

vVal

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

- 207 -

Polipéptido

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Ser

95



<400> 112
Asp Ile Gln

Gly
1

Asp
Ala

Val
Ile

Tyr
Gly

Ser
Pro
65
80

Glu
Pro

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

<220>

<221>
<223>

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

113
108
PRT
Secuencia

fuente
/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético"

<400> 113
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

Gly
1

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

-Thr

85

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Artificial

5

Pro

Arg

Pro

40

Pro

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

10

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Pro

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

- 208 -

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Ser

95

15



Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
Ala '
20

Val Alé Trp Tyr Gln Gln Lys
Ile
35

Tyr Ser Ala Ser Tyr Leu Tyr
Gly ~
50 55

Ser Gly, Ser Gly Thr Asp Phe
Pro

65 ‘ 70

80

Glu Asp, Phe Ala Thr Tyr Tyr
Pro
85

l

Thr PheiGly Gln Gly Thr Lys
| 100

l

<210> 114
<211> lg8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

|
<220>

<221> fuknte
<223> /nota="Descripcién de
sintéticP"

<400> 114

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
Gly
1 | 5

l

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
Ala |
20

|
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
Ile |

- 209 -

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr

25 30

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu

40 45

Trp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser

60
Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
75
Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Lys

90 95

Val Glu Ile Lys Arg
105

Secuencia Artificial: Polipéptido

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

10 15

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr

25 30

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu

40 45



-210 -

Tyr\Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
Gly!

50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
Pro |
65 | 70
80 |

15

|
}
}

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Leu
Pro

}

‘ 85

_ 90 95
‘.’ |

Thr Pbe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
: 100 105

<210> 115
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
l

<220> |

|
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético"

<400> 115

|

Asp Ile . Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
Gly ‘

1 : 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr
Ala ‘

: 20

25 30

|

Val Ala ﬁrp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
Ile \
35 40 45

|

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
Gly i
50 ( 55

60

|
}
}



|
|

-211 -

|
Ser Giy Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

Pro \

65 !
80 \

|

Glu
Pro

|

85

70

90

75

Aép Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Leu

95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220> -

<221>
<223>

|
|
|

|
|

116
108
PRT

100

105

Secuencia Artificial
|

|

ernte

/nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

. P o
sintético"
|

<400> 116

Asp Ile
Gly
1

5

10

Polipéptido

Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr

Ala

i
|
|
|
|
|
|

20

25

30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu

Ile

Tyr Phe
Gly
50

Ser Gly
Pro

65

80

35

40

45

Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser

|

55

60

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

70

75

Glu Asp Phe! Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Leu

Pro



-212 -

95

|

100

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
105

- <210> 117
. <211> 108
| <212> PRT

|

1 <213> Secuencia Artificial

1<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético”
9 <400> 117

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr
Ala

20 25 30

Vai Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
Ile
‘ 35

40 45

Tyr%Phe Ala Ser Phe Arg Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
‘. Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
Pro | v

65 . 70 75

80 \

Glu Aép Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Pro Thr Tyr Leu
Pro ‘

85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
E 100 105

<210> 118



-213 -

<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia
de consenso sintética"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)

<223> /reemplazar="Trp” o “Tyr” o “Phe” o “Leu"

<220>:
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferéncia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicién”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)..(4)

<223> /ﬁeemplazar="Ser” o “Tyr” o “Trp"

L
!

<220> }
<221> VARIANTE
<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar="Arg"

|

<220> :
<221> misc¢_feature
<222> (4)..(5)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen

preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"”

<220> .
<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)
<223> /reemplazar="Pro” o “Arg” o “Lys” o “Trp"

<220> .
<221> misc_féature
<222> (7)..(7)
<223> /nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna
con respecto a las anotaciones para dicha posicién"

<400> 118

Ser Ala Ser Phé Leu Tyr Ser
1 .5



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

- <220>

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

i

119
9
PRT

Secuencia Artificial

}

fuente

-214 -

/nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Secuencia
de consenso sintética"

|
VARIANTE
(3)..(3)
/reemplazar="Phe”

l

VARIANTE
(4) .. (4)

/reemplazar="Pro”

VARIANTE
(5)..(5)
/reemplazar="Thr”

}

VARIANTE
(6)..1(6)
/reemplazar="Tyr”

|

|

VARIANTE
(7)..(7)

/reenmplazar="Gln"”

L

VARIANTE
(8)..1(8)
/reemplazar="Pro”

misc_ﬁeature
(3)..(8)

\\Glyll

17

“Ser

\\Asn"

\\Aspll

1

“Ser

\\Thr"

/nota="Los residuos dados
preferencia alguna con respecto
para dichas posiciones"

L

119 ‘

Gln Gln -Ser Tyr Tyr Thr Pro Phe

1

5

o \\ASpII o \\Tyr"

o “Ala"

o “Ser"

O \\Lysll O \\Leu"

en la secuencia no tienen
a aquellos en las anotaciones

Thr



|
<210>
<211>
<212>
<213>

<22p>
<221>

<22P>

- 215 -

120

10

PRT

Secuencia Artificial

fuente
/nota="Descripcidn de Secuencia Artificial: Secuencia

de consenso sintética"

<22@>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

|
<220>
<22y>
<222>
<22%>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220b
<221>
<222>
<223>
|
<220>
<221»
<222>
<223?

<220>
<2215
<222>
<2233

<220>
<221>
<222>
<223>

VARTANTE
(2)..(2)
/reemplazar="Tyr"

VARIANTE
(3)..(3)
/reemplazar="Asn” o “Thr"

VARIANTE
(4)..(4)
/reemplazar="Tyr"

VARIANTE
(3)..(5)
/reemplazar="Gln” o “Ile” o “Ser” o “Tyr"

VARIANTE
(6)..(6)
/reemplazar="Tyr"

VARIANTE
(7) .. (7)
/reemplazar="Ser"

VARTIANTE
(8)..(8)
/reemplazar="Gly” o “Ser"

misc_ feature
(2)..(8)
/nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen

preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"

|

|



- 216 -

|

<400> 120

Gly Phe Phe Phe Leu Gly Tyr Ala Ile His

1 \ 5 10
\

|
<210> 121
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
|
<220>!
<221> fuente
<223>, /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Secuencia
de consenso sintética"

l

<220>
<221> 'VARIANTE
<222>'(1)..(1)

<223>:/reemplazar="Gly"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)

<223>‘/reemplazar="Ser"
l

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) ..(2)
<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"
<220>
<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)
<223> /reemplazar="Ser” o “Gln” o “Tyr"
|

<220> |
<221> VARIANTE
222> (7)..(7)

<223> /Eeemplazar="8er"
|

<220>
<221> misc_ feature
<222> (6)..(7)

<223> /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen

- preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (9)..(9)
<223> /reemplazar="Lys” o “Leu” o “Tyr"



| 217 -

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> /reemplazar="Tyr"
|

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)..(11)

<223% /reemplazar="Ser"

<2205
<221> misc feature
<2223 (9)..(11)

<2233 /nota="Los residuos dados en la secuencia no tienen

| . .
preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"

|

<400> 121

Ala Trp Ile Ser Pro Ala Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser
|
Val

1 5 10 15

<210> 122

<211> 17

<212> 'PRT

<213>iSecuencia Artificial

|

<220>\
<221> fuente

! . . . Cea .
<223> /nota="Descr1pc1on de Secuencia Artificial: Secuencia
de consenso sintética"

<220> |

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> *reemplazar="Gly"

<220>
<221> ﬁisc_feature
<222> (1)..(1)

<223> 4nota="El residuo dado en la secuencia no tiene
preferencia alguna

con respecto a las anotaciones para dicha posicién”
|

|

<220>

<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)



223>

<220>
<224>
<222>
<223>

<220$
<221>
<222>
<223>

<220
<221p
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221%
<2225
<223>
<220$
<221>
<222%>

<223%

/reemplazar="Phe"

VARIANTE
(4)..(4)

/reemplazar="Tyr” o “Ser"

VARIANTE
(5)..(5)
/reemplazar="Pro"

VARIANTE
(6)..(6)
/reemplazar="Trp"

VARIANTE
(7). (7)

/reemplazar="vVal"

VARIANTE
(8)..(14)
/reemplazar=" "

misc feature
(3)..(14)

/nota="Los residuos dados

-218 -

en la secuencia no tienen

preferencia alguna con respecto a aquellos en las anotaciones
para dichas posiciones"

<2203

<221>
<222>
<223>
€en su

<400?

misc_ feature
(8)..(14)

/nota="Cuando estd presente, esta regién estéd presente

totalidad"

122

Gln Pro Thr His Tyr Tyr Tyr Tyr Ala Lys Gly Tyr Lys Ala Met

Asp
1

Tyr

<210>
<211>|
<212>
<213>

|

5

123

30

PRT

Homo sapiens

10 15



| -219 -
|
|
|
<%00> 123
Ala Ser Ser Thr Glu Lys Phe Pro Asp Gly Phe Trp Leu Gly Glu

Gln

l\ 5 10 15

\
Leu Val Cys Trp Gln Ala Gly Thr Thr Pro Trp Asn Ile Phe
| 20 25 30

|
<2@O> 124
<211> 30
<212> PRT
<2%3> Homo sapiens

<400> 124

Ala Ser Leu Ile Pro Glu Phe Ser Asp Gly Phe Trp Thr Gly Ser
Gln

1 5 10 15

Leu Ala Cys Trp Thr Asn Ser Glu Thr Pro Trp Ser Tyr Phe
20 25 30

|
<210> 125
<211> 18
<212> PRT
<2%3> Homo sapiens

<400> 125

Val Pro Leu Thr Gln Gly Glu Tyr Met Ile Pro Cys Glu Lys Val
Ser

1 5 10 15

Thr Leu

|

<219> 126

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
|

<400> 126
Ala Gly Phe Pro Leu Asn Gln Ser Glu Val Leu Ala Ser Val
1 5 10
l
<210> 127
<211> 4

<212> PRT



|
<213> Secuencia Artificial
|

<220>\
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

sintét}co"

<400> 127
Glu Lys Phe Pro
1 |

<210> 128

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> filuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

sintético"

|
<400> 128
Gln Leu Val Cys Trp Gln Ala
1 5

|

<210> 129

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
|

<220> \

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintétigo"

<400> 129
Pro Phe Ser Pro Trp
1 ‘ 5

<210> 130

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130

Asp Val Ala Thr Ser Gln Asp Asp Cys Tyr
1 5 10
<210> 131

<211> 10|

l

- 220 -

Péptido

Péptido

Péptido



<212> PRT
<213> Homo sapiens
|
<400> 131
Met Gly Ala Gly Leu Asn Tyr Glu Cys Tyr
1 ‘ 5 10

<210> 132
<211> 9 w
<212> PRT ,
<213> Homo sapiens

<400> 132 |

Ser Gln Ala Gly Lys Thr Leu Cys Leu
1 ! 5

|

<210> 133
<211> 6 ‘
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220> 1
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético" 1

<400> 133

Ser Val Ser 'Ser Ala Val
1 ‘ 5

<210> 134

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> l
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético”

<400> 134
Tyr Ser Ala Seér Ser
1 © 5

<210> 135

<211> 8 ;

<212> PRT j

<213> Secuencig Artificial

<220>

-221-

Péptido

Péptido



L
}

|

<221> fuente

<223> /nbta="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"
l
<400> 135
Tyr Ser Ser Ser Tyr Ser Pro Val
1 l 5

<210> 136
<211> 8
<212> PRT

}

<213> Secuencia Artificial

<220> ﬁ
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 136 |
Ser Tyr Ser Tyr Tyr Tyr Pro Leu
1 ‘ 5

<210> 137

<211> 7

<212> PRT '

<213> Secuencia Artificial

}

<220> :
<221> fuente

<223> /notd="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético" |

<400> 137

Ser Tyr Ser Tyr Ser Leu Ile
1 ‘ 5

<210> 138

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

L

<220> ‘
<221> fuente,

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 138

Ser Ser Ser Ser Leu Phe
1 | 5

|

}

}

- 222 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido



L

<210> 139

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 139
Tyr, Tyr Tyr Ser Leu Phe
1 5

i

<210> 140

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 140
Ser Tyr Tyr Ser Tyr Ser Leu Val
1 . 5

<210> 141

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 141
Ser Tyr. Ser Tyr Ser Ser Pro Ile
1 : 5

<210> 142
<211> 8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220> .
<221> fuénte

<223> /ndta="Descripcién de Secuencia Artificial:

v 7’ + ‘
Sintético"

- 223 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido



<400> 142
Ser Ser Ser Ser Tyr Ser Pro Leu
1 -5

<210> 143

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 143
Ser Tyr Tyr Ser Ser Ser Leu Ile
1 5

<210> 144

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<22©>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 144 »
Tyr Tyr Ser Ser Ser Leu Val
1 l 5

<210> 145

<211> 6

<212> PRT

<213>' Secuencia Artificial

<220>.
<221> . fuente

<223>k/nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 145
Tyr Ser Tyr Ser Pro Phe
1 ‘ 5

<210> 146
<211> 8
<212> PRT

-224 -

Péptido

Péptido

Péptido



- 225 -

1 <213> Secuencia Artificial

1<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido
‘Sintético"

<400> 146

Tyr Ser Tyr Ser Tyr Ser Pro Ile
1 5

i

|

<210> 147

211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 147

Tyr Ser Tyr Tyr Ser Leu Phe
1. 5

<210> 148

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"
<400> 148

Ser Ser Tyr Ser Ser Leu Val
1 5

<210> 149

<211> 7

<212? PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 149
Ser Tyr Tyr Tyr Ser Pro Phe



- 226 -

<210> 150
., <211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

|

<220>
' 221> fuente

' <223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido
I Sintético"”

, <400> 150
, Ser Tyr Ser Tyr Pro Val
1 5

<210> 151
' <211> 8
' <212> PRT
+ <213> Secuencia Artificial

, <220>

. <221> fuente

- <223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
lSintético"

'<400> 151

'Ser Ser Ser Ser Tyr Tyr Leu Leu

1 5

<210> 152

<21l1> o

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

220>
K221> fuente

K223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 152
§er Tyr Tyr Tyr Pro Leu
1 5

t

i

<210> 153

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
|

t
i

|



<221> fuente

$223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

$Sintético"

<400> 153
Phe Tyr Ser Ser Tyr Ile

% 5

<210> 154

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 154

Ile Tyr Tyr Ser Ser Met
1 5

|

<210> 155

<211> ©

<212> PRT

§213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

%intético"

<400> 155

Phe Tyr Tyr Tyr Ser Met
1 5

|

<210> 156

<211> 6

<212> PRT
<F13> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

S%ntético"

<400> 156

Ile Tyr Ser Tyr Ser Met
1 5

- 227 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido



}
i

L

L <210> 157
: <211> 6

, <212> PRT
<213> Secuencia Artificial

|

I

, <220>

.+ <221> fuente

1 <223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:
Sintético™"

'<400> 157
1Leu Ser Tyr Ser Tyr Ile
1 5

<210> 158

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:
Sintético"

<400> 158
Phe Tyr Tyr Ser Ser Ile
1 5

<210> 159

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:
Sintético”

<400> 159
Phe Ser Ser Tyr Tyr Ile
1 5

<210> 160

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<2283> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:
Sintético"

}

- 228 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido
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' <400> 160
. Val Ser Tyr Tyr Tyr Ile
o1 5

. <210> 161

'<211> 6

'<212> PRT

'<213> Secuencia Artificial

<220>
221> fuente

k223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 161
Val Ser Ser Ser Tyr Met
1 5

<210> 162

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético”

<400> 162
Val Ser Ser Ser Ser Met
1 5

|

<210> 163

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 163

Phe Tyr Tyr Ser Tyr Met
1 5

<210> 164

<211> 6

<212> PRT



- 230 -

|

L

}
1}

, <213> Secuencia Artificial

L

L <220>

' <221> fuente

'<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
‘Sintético"

<400> 164
Phe Tyr Ser Tyr Ser Met
1 5

|

210> 165

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 165
Leu Tyr Tyr Ser Ser Ile
1 5

<210> 166

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 166
Val Ser Ser Ser Tyr Ile
1 5

<210> 167

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221» fuente

<223>» /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 167
val ?yr Tyr Ser Tyr Met



<210> 168
<211> 10
<212> PRT
{213> Secuencia Artificial

<220>
<p221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 168

Ser Ile Ser Pro Tyr Ser Ser Ser Thr Tyr
1. 5 10

<210> 169

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 169
Tyr Ile Ser Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr
1 1 5 10

|
L

<210> 170

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 170
Tyr Ile Tyr Pro Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr
1 i 5 10

<210> 171

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

-231-

Péptido

Péptido

Péptido



<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 171
Ser Ile Ser Pro Tyr Ser Gly Tyr Thr Ser
1 5 10

<210> 172

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 172
Ser Ile Tyr Ser Ser Tyr Gly Ser Thr Tyr
1 ‘ 5 10

<210>» 173

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400>'173
Tyr Ile Ser Pro Tyr Ser Gly Ser Thr Ser
1 ‘ 5 10

<210> 174

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> |
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 174
Ser Ile Ser Ser Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser
1 1 5 10

-232 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido



|
|

|

<210» 175

<211> 10

<212> PRT

<213» Secuencia Artificial

<220
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"
|
<400> 175
Ser Ile Ser Pro Ser Ser Gly Ser Thr Ser
1 5 10

<210> 176

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221>' fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"
|
<400> 176
Ser Ile Tyr Pro Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr
1 ‘ 5 10

<210>1'177

<211> 10

<212> PRT

<213> 'Secuencia Artificial
|

<220>

<221> 'fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintético"
|

<400> 177

Ser Ile Tyr Pro Tyr Tyr Ser Ser Thr Tyr

1 | 5 10
\

<210> 178

<211> 10

<212> ?RT

<213> Secuencia Artificial

<220> \
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sintét;co"

-233 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido



1<400> 178
Ser Ile Tyr Pro Tyr Ser Ser Ser Thr Ser
1 5 10

<210> 179

<211> 10

212> PRT

£213> Secuencia Artificial

£220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 179
Tyr Ile Ser Pro Tyr Ser Gly Tyr Thr Tyr
1 5 10

<210> 180

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 180
Ser Ile Tyr Ser Ser Ser Gly Tyr Thr Ser
1 5 : 10

<210> 181

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"
|
<400> 181
Ser Tle Tyr Pro Tyr Ser Ser Tyr Thr Tyr
1 5 10

|
|

<210> 182
<211> 10
<212> PRT

~234 -

Péptido

Péptido

Péptido



<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:

Sﬁntético"
<400> 182

Tyr Ile Tyr Pro Tyr Tyr Ser Tyr Thr Ser
1 5 10

<210> 183

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<%23> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

S%ntético"

<400> 183
Ser Ile Tyr Pro Tyr Ser Ser Ser Thr Tyr
1 5 10

<%10> 184

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

- 235 -

Péptido

Péptido

Péptido

Sintético"

<400> 184

Arg Ser Ser Ser Tyr Lys Ile Ser Gly Tyr Glu Leu Met Tyr Tyr
Glu

1 5 10

Tyr Ala Met Asp
5 20

<210> 185

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

15
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<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial:
: Sintético"

Péptido
x <400> 185

Arg Asp Gly Met Tyr Tyr Arg Gly Phe Asp
1 5 10

l <210> 186

L <211> 10

. <212> PRT
.\ <213> Secuencia Artificial

. <220>
. <221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
. » Sintético"
1 <400> 186

\Arg Asn Ser Tyr Gly Tyr Arg Ala Leu Asp
1 5 10
210> 187

<211> 13

<212> PRT

6213> Secuencia Artificial
<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 187

Arq Ala Tyr Ser Met Tyr Pro Trp Asn Val Gly Phe Asp
1 5

10
<210> 188
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<2205
<221>' fuente

1

<223>!/nota="Descripcién de Secuencia Artificial:
Sintético"

Péptido
<400> 188
Arg Ser Tyr His His Ser Asp Lys Tyr Tyr Tyr Ala Trp Ser Tyr
Ala \
1 . 5 10

15



| - 237 -

\
<2%O> 189
<21}> 14
<212> PRT

<215> Secuencia Artificial
\

<220>
<221> fuente
<22B> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"
\
<400> 189
Arg}Gly Gly Tyr Trp Tyr Tyr Phe Tyr Asp Gly Gly Ile Asp
1 ‘ 5 10

<210> 190

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 190

Arg Lys Ser Asn Arg Tyr Ser Arg Val Tyr Phe Gly Met Asp

1 : 5 10

<210> 191
<2112 19
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221>" fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"
<400>, 191

Arg Ile Gly Ser Tyr Phe Tyr Tyr Tyr Gly Tyr Asn Val His Tyr
Asn

1 5 10 15

Gly Met Asp



- 238 -

<210> 192

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

. <221> fuente

© <223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
‘Sintético"

<400> 192

A\rg Tyr Gly Tyr Ser Gly Lys Gly Phe Asp
1 5 10
<210> 193

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<22Q>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400>° 193
Arg pr Asn Arg Tyr Gly Leu Val Gly Ser Gly Leu Asp
1 ; 5 10

<210> 194

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> _
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético™

<400> 194

Arg Lys SeriAsn Arg Tyr Ser Arg Val Ser Phe Gly Met Asp
1 : 5 10

<210> 195

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético" :



<400> 195

- 239 -

Arg Gln Pro Thr His Tyr Tyr Tyr Tyr Ala Lys Gly Tyr Lys Ala

Met
1 5 10

Asp

<210> 196

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<2205
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 196
Arg Tyr Ser Tyr Tyr Ser Tyr Gly Ile Asp
1 . 5 10

<210> 197

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> :
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 197
Arg Tyr Ser Tyr Tyr Trp Leu Ala Leu Asp
1 : 5 10

<210> 198

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 198

15

Péptido

Péptido

Péptido

Arg Tyr Ser Asp Tyr Tyr Tyr Phe Phe Pro Ser Tyr Val Tyr Gly

Gly .



- 240 -

Ala Met Asp

<210> 199

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 199
Arg Glu Ser Phe Tyr Tyr Thr Asn Tyr Ala Phe Asp
1 5 10

<210> 200

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>.
<221> fuente

<223>' /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido.
Sintético"

<400> 200

Arg Tyr Phe Trp Ser Tyr Asn Ser Phe Ala Gln Ser Phe Trp Ala
Met

1 5 10 15

Asp

<210> 201

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> _
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 201



-241 -

Arg Ser Gln Thr Thr Asp Tyr Leu Gly Phe Tyr Ile Ser Tyr Thr
Gly
1 5 10 15

Ala Leu Asp

<210> 202
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 202
Arg Tyr Gly Phe Tyr Tyr Ser Tyr Glu Tyr Ala Phe Asp
1 1 5 10

<210> 203

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223>{/nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400>,203
Tyr Ser Tyr Ser Tyr Ser Val
1 _ 5

<210> 204

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 204
Ser Trp Ala Ser Trp
1 : 5



<210> 205

<211> 5

 <212> PRT

. <213> Secuencia Artificial

S <220>
- <221> fuente

' <223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

:Sintético"

<400> 205
Trp Tyr Ala Ser Trp
1 5

<210> 206

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 206
Trp. Trp Ala Ser Ser
1 - 5

<210> 207

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:

Sintético"

<400> 207
Ser Tyr Ala Ser Tyr
1 : 5

<210> 208

<211> ¢

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> .
<221> fuente

<223> /nbta="Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético"

-242 -

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido



- 243 -

<400> 208
Tyr. Ser Tyr Ser Leu Leu
1 5

<210> 209

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
Sintético"

<400> 209
Tyr Tyr Pro Leu
1 :

<210> .210

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> .
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: etiqueta
6xHis Sintética"

<400> 210
His His! His His His His
1 ‘ 5
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YW412831555 ED FATYYClQQFPTVYRIPTIF G Q 6 T K V E I K R (SECIDNO:107)
YW412831588 ED FATYYCl[oQFPPTYKIPTIFG Q 6 T K V E I K R (Sec IDNO:108)
YW412831258 ED FATYVYCl[gQFPTTY[QJPT[FG 0 6 T XK V E I K R (SEC. IDNO:109)
YW4128313S ED FATYYCI[QQFPTYLPTIFG Q 6 T K V E I K R (sec IDNO:110)
YW41283189S ED F AT Y Y C/QQFPTVYISIPTIFG 9 6 T K V E I K R (sec.IDNO:111)
YW41283154S EDFATYYC[QQFPTY|S|PTIFG Q 6 T K V E I K R (Sec.IDNO:112)
YW41283174S ED FATYYCIQQFPTYRK[PTIFG Q G T K V E I K R (SEC IDNO:113)
YW41283151 EDFATYYCIQQFPTYLPTIFG Q G T K V E I K R (SEC.IDNO:114)
YWA1283153 EDFATVYYC[QQFPTYLPTIFG Q 6 T K V E I XK R (SECIDNO:115)
YW41283169 EDFATYYC|QQFPTYLPT|IFG Q 6 T K V E I K R (SECIDNO:116)
YW41283177 EDFATYYCQQFPTYLPTIFG Q 6 T XK V E'I K R (SECIDNO:117)
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| Brigard « Castro

BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo (nosotros)

domiciliado(s) en

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
ylo BEATRIZ JARAMILLC y/o CARLOS H. PALACIO

EASTMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogota,

Colombia, apoderados verdaderos y legales con poder
especial, amplio y suficients, para recabar de las oficinas y
futoridades colombianas administrativas, judiciales v de
policia, en cualquier instancia o recurso, la obtencién de
patentes de invencién, registros de marcas, disefios
industriales, modelos de utilidad, depdsitos de nombres
comerciales y ensefias, registros de derechos de autor y
contratos sobre los mismos, obtencién de certificados de
obtentor de variedades vegetales, asi como sus prérrogas,
renovaciones, anotacionss de traspaso, cambios de nombre
y/o domicilio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
licencia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como
-demandante o como demandado en cualquier instancia y
‘ecurso ante cualquier juez, comoracidn, funcionario publico
o0 autoridad en acciones judiciales, administrativas y de
policla tales como: oposiciones al registro de marcas;
acciones de caducidad, cancelacién y nulidad; acciones
feivindicatorias, acciones derivadas de la obtencién o
explotacién de licencias; acciones de competencia desleal;
demandas penales; acclones de indemnizacién de
perjuicios, reclamos y observaciones a soficitudes de
patentes, disefios Industriales, modelos de utilidad, en ef

ejercicio de medidas cautelares y en otras acciones o
medidas similares,

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar salicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravdmenes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
derechos concedidos o. en curso de concesion; recibir toda
.-Clase de documentos y valores, dando ef descargo
©spsctivo, 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 mis

(nuestros intereses), con todas las demds facultades legales
necesarias.

Este poder comprende Ia facultad de ratificar o confirmar en
mi (nuestro) nombre lo actuado asf como la facuitad de

- desistir, transigir, compromster, y la de sustituifio en todo o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro{amos})
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO ylo BEATRIZ
JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o
HECTOR GOMEZ MEJIA,, domiciliado(s) en la Carrera 7
No. 16-56 Piso 9, mis (nuestros) apoderados en Colombia,
con facultades para recibir nofificaciones y designar
apoderados judiciales o extrajudiciales.

Otorgado y firmado en
hoy de de C200
Firma

Nombre
Cargo

POWER OF ATTORNEY

I (We) Genentech, Inc.
1 DNA Way
domiciled in

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogotd, Colombia, my (our) true and lawiul attorneys with
special, ample and sufficient power to obtain from the
Colombian administrative, judicial and pofice offices and
authorities, in any instance, privileges of patents of
invention, registration of trademarks, industrial designs and
utiity models; registration of commercial names and
emblems, registration of copyright and contracts related
thereto, certificates of obtainers of vegetables varieties, as
well as extensions, renewals and recordal of assignments
and changes of name and domicile related to the above; to
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act
as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authorty in
judicial, administrative and police actions, such as:
oppositions to the registration of trademarks; caducity,
cancellation and nullity actions; claim actions denved from
the obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claims or observations on patent applications,
models, industriat designs and utifity models; in the exercise
of preventive measures and in other actions or similar
proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nutlities, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law,
fenounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to

the safeguard of my (our) Interest(s) with all the other
necessary legal powers.

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
settle and compromise on my (our) behall, and to substitute
this power in whole or in part and 1o revoke substitutions. At
the same time | (We) hereby appoints JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16-56, Piso 9,
my (our) attorney(s) in fact, with powers to receive

notifications and to desighate judicial and extrajudicial
atlomeys.

South San i?rancisco, California
Granted and signed in USA

this ©6th day fPec embeygg

Signature %ﬂ

Name Timothy R, Schwartz, Ph, D,

Title Section Patent Counsel,
Authorized Corporate Signatory
Genentech) Inec.

South San Francisco, California 94080-4990
USA

- — ——w—
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UNITED STAIES PATENT AND TRADEMARK OFFICE L
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT _

|~ THE ENCLCSED DOCUMENT HAS ‘BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT DIVISION OF
i  THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A CCMPLETE MICROFILM CCPY IS
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Attorney Docket No. PR4453

ASSIGNMENT

I WHEREAS, Jasvinder Atwal, a citizen of Canada, having a mailing address of 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080, and Yongmei Chen, a citizen of the USA, having a mailing address of
1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Cecilia Pui Chi Chiu, a citizen of Canada, having a
malhng address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Robert A. Lazarus, a citizen of
the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Weiru Wang,
a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and
Ryan J. Watts, a citizen of the USA, having a malhng address of 1 DNA Way, South San Francisco,

CA 94080, and Yan W, a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San
Fran01sco CA 94080, and Yingnan Zhang, a citizen of China, having a mailing address of 1 DNA

Way, South San Francisco, CA 94080, (hereinafter “ASSIGNORS”), have invented a new and useful
1nvent10n in

: METHODS AND COMPOSITIONS FOR NEURAL DISEASE IMMUNOTHERAPY

- for whlch a provisional application Serial No. 61/456,642 (Docket No. PR4453) has been filed by them
on November 10, 2010; and

‘ WHEREAS, GENENTECH INC., a corporation or gamzed and existing under and by virtue of
the laws of the State of Delaware, having a place of business at | DNA Way, South San Francisco,

California 94080- 4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and in and to the
Letters ] Paten_ts to be obtained therefor;

}

‘\ NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

 That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged the said
ASSIGNORS have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC.,
its successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the
Paris Conventlon for the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any
and all Letters Patents to0 be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or
subst1tute thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and
in the United States of America, its territories and possessions, but for, to and in all other countries;
and it has been and is hereby authdrized and requested that the appropriate government agencies issue
said Lettels Patents to said GENENTECH, INC.,, in accordance with this Assignment.

Sa1d ASSIGNORS covenant and agree to coopelate with GENENTECH INC,, to cnable said
: GENENTECH INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein convc-:yed in the
United States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNORS includes prompt -
ploductlon of pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths,

' spemﬁcatlons declarations or other papers, and other assistance all to the extent deemed necessary or

Page 1 of 3



Attorney Docket No. PR4453

desirable by said GENENTECH, INC., (a) for perfecting the right title and interest herein conveyed;
(b) for prosecutmg any of said apphcatxons (c) for filing and prosecuting applications for reissuance of

any of sa1d patcnts (d) for interference or other priority proceedmgq 1nvolv1ng said 1nvent10n and (e)
for legal proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents granted
thereon,\ including without limitation opposition proceedings, cancellation proceedings, priority
contests, public use proceedings, infringement actions and court actions; provided, however, that the

expenseunculred by said ASSIGNORS in p1ov1d1ng such cooperation shall be paid for by said
GENENTECH INC

The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH
- INC,, its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said
. ASSIGNORS their respective heirs, legal representatives and assigns.

Said ASSIGNORS hereby warrant and represent that they have not entered and will not enter
into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith.

- IN WITNESS WHEREOF we undersign as follows;
. | :
South San Francisco L " '
12l 2010 | ﬁ[&’fw—z/
Date . - Name:éf asvinder Atwal

South San Francisco

Date Name: Yongmei Chen

South San F}rancisco

i

Date ‘ Name: Cecilia Pui Chi Chiu

South San Fr:ancisco

Date Name: Robert A. Lazarus
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South San Francisco |

[
L

Date ‘ : Name: Weiru Wang
. \ . ,
Souﬁh San Francisco

1)1 i
Date. /

S i b
,.,7___,_;_:(..’-—-—‘;-

Name;/Ryan J. Watts

South San Francisco

Date

Name: Yan Wu
South San Francisco

Date ' _ : Name: Yingnan Zhang -

Page 3 of 3



Attorney Docket No. PR4453
ASSIGNMENT

WHEREAS Jasvinder Atwal, a citizen of Canada, havmg a mailing address of 1 DNA Way,

' South San Francisco, CA 94080, and Yongmei Chen, a citizen of the USA, having a mailing address of
3 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Cecilia Pui Chi Chiu, a citizen of Canada, having a
1na111ng address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Robert A Lazarus, a citizen of
the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Weiru Wang,
a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and -
Ryan J Watts, a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco,

CA 94080 and Yan Wu, a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San
Franmsco CA 94080, and Yingnan Zhang, a citizen of China, having a mailing address of 1 DNA

Way, South'San Francisco, CA 94080, (hereinafter “ASSIGNORS™), have invented a new and useful
mventmn in’

METHODS AND COMPOSITIONS FOR NEURAL DISEASE IMMUNOTHERAPY

for Wthh a provisional application Serial No. 61/456,642 (Docket No. PR4453) has been filed by them
.on November 10, 2010; and

WHEREAS GENENTECH, INC.,, a corporation organized and existing under and by virtue of
the 1aw§ of the State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San Francisco,

California 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to sald invention, and in and to the
Letters Patents to be obtained thelefm

: NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;
\

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged, the said
ASSIGNORS have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC.,
its successms and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the
Paris Conventlon for the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any
and all Lettexs Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or
substitute thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and
in the United States of America, its territories and possessions, but for, to and in all other countries; -
-and it has'been and is heleby authorized and requested that the appropriate government agencies issue
said Lette‘rs Patents to said GENENTECH, INC., in accordance with this Assignment.

Said ASSIGNORS covenant and agiee to cooperate with GENENTECH, INC., to enable said
GENENTECH INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the
- United States and foreign countries. Such coopelatlon by said ASSIGNORS includes prompt
ploductlon of pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths, -
specifications, declarations or other papers, and other assistance all to the extent deemed necessary or
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desirable by said GENENTECH, INC. , (8) for perfecting the right, title and interest herein conveyed
(b)for plosecutlng any of said apphcatlons (c) for ﬁhng and prosecuting applications for reissuance of

any of said patents; (d) for interference or other priorjty proceedings involving said invention; and (e)
for legal proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents g1anted
thereon, including without limitation opposition proceedings, cancellation proceedings, priority
contests, public use proceedings, infringement actions and court actions; provided, however, that the
expense incurred by said ASSIGNORS in providing such coopmatlon shall be paid for by said -
GENENTECH INC.

The terms and covenants of this assigninent shall inure to the benefit of said GENENTECH,
INC,, lts successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon-said
ASSIGNORS their 1espect1ve hens legal representatives and assigns.

Said ASSIGNORS hereby warrant and represent that they have not entered and will not enter
into any assignment, contract, ot understanding in conflict herewith.

IN WITNESS WHEREOF we undersign as follows;

South San Francisco

Date - . : Name: Jasvinder Atwal
South S‘zan Francisco '
12 /1< [0 (5 ’J

Date =V ' Nagme! Yongmei Chen

\ .
South San Francisco

\2[ts"[20l0 ' %gﬂ[‘/‘

Date _ Name: Cecilia} Pui Chi Chiu

South San Fraticisco

Date | , , " Name: Robert A. Lazarus
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Date

South San Francisco

Date

. ‘South San Francisco

. Date

\ .
| Date

South San Francisco

Attorney Docket No. PR4453

Name: Weiru Wang

Name: Ryaﬁ J. Watts

Name: Yan Wu

Name: Yingnan Zhang
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Attorney Docket No. PR4453
ASSIGNMENT '

| WHEREAS Jasvinder Atwal, a citizen of Canada, havmg a mailing addxess of 1 DNA Way,
South!San Francisco, CA 94080, and Yongmei Chen, a citizen of the USA, having a mailing address of
1 DNI{AL Way, South San Francisco, CA 94080, and Cecilia Pui Chi Chiu, a citizen of Canada, having a
mailing address of I DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Robert A. Lazatus, a citizen of
the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Weiru Wang,
a 01tlzen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and
Ryan J Watts, a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco,
CA 94080, and Yan W, a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San
Flanmsco CA 94080, and Yingnan Zhang, a citizen of China, having a mailing address of 1 DNA
Way, South San Francisco, CA 94080, (hereinafter “ASSIGNORS”), have invented a new and useful

: 1nvent10n in

METH[ODS AND COMPOSITIONS FOR NEURAL DISEASE IMMUNOTHERAPY

-for whlch a provisional application Serial No. 61/456,642 (Docket No. PR4453) has been ﬁled by theml

on November 10, 2010 and
l ' .

"WHEREAS, GENENTECH, INC,, a corporation organized and existing under and by virtue of

the Iaw‘s of the State of Delaware, having a place of business at | DNA Way, South San Francisco, .

California 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said 1nvent10n and in and to the

Letters!Patents to be obtained therefor

. ‘tNOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

[That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged, the said

ASSIGNORS have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC.,

its succ‘essors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the

- Paris Convention for the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any

and all Letters Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or
substitute thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and
in the Unlted States of America, its territories and possessions, but for, to and in all other countries; -
and it has been and is hereby authorized and requested that the appropriate government agencies issue

- said Lette1s Patents to said GENENTECH, INC., in accordance with this Assighment.

Said ASSIGNORS covenant and agree to cooperate with GENENTECH, INC., to enable said
GENENTECH INC. to enjoy to the fullest extent the right, title-and interest herein conveyed in the
United States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNORS includes prompt
production of pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths,
specifications, declaratlons or other papers, and other assistance all to the extent deemed necessary or
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dcsnable by said GENENTECH INC.,, (a) for perfecting the right, title and interest herein conveyed;
\(b) for prosecuting any of said apphcatlons (c) for filing and prosecuting applicatiosis for reissuance of

| any of said patenfs; (d) for interference or other priority proceedings involving said invention; and (¢)

forlegal proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents granted
thereon, including without limitatien opposition proceedings, cancellation proceedings, priority
contests, public use proceedings, infringement actions and court actions; provided, however, that the

expense incurred by said ASSIGNORS in providing such cooperation shall be pald for by said .
GENENTECH, INC.

| The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH
INC., its successors, assigns and other legal 1epresentat1ves and shall be binding upon said

ASSIGNORS their respective heirs, legal representatives and assigns.
!

' | ' Said ASSIGNORS her eby warrant and represent that they have not enter ed and w111 not enter
into any ass1gnment contract or understanding in conflict herewith.
1
IN WITNESS WHEREOF we under81gn as follows;
| TR ;

S‘outh San Francisco

Date Name: Jasvinder Atwal

) SPUth San Francisco

Date S Name: Yongmei Chen

South San Francisco -

D?te . ' Name: Cecilia Pui Chi Chiu

Sauth San Francisco

1) 1ef o AN W

Date { ' _ Name Robert A. Lazarus | /

Page 2 of 3

A0



‘ South San Francisco

Date

. South San Francisco

‘_ Date
' l South San Fl’a,ncisco

\Date

‘ ‘
South San Francisco

1 1g]re0

Date

: Aftomey Docket No. PR4453

Name: Weiru Wang

Name: Ryan J. Watts

Name: Yan Wu

Nq@/e'-./?ingnan Zhang
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ASSIGNMENT

| WHEREAS Jasvinder Atwal a citizen of Canada havmg a mailing address of 1 DNA Way,

- South San Francisco, CA 94080, and Yongmei Chen, a citizen of the USA, having a mailing address of
- 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Cecilia Pui Chi Chiu, a citizen of Canada, having a
mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Robert A. Lazarus, a citizen of
theUSA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Weiru Wang,
a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and
Ryan J. Watts, a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco,

CA 94080, and Yan Wu, a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San"
Francisco, CA 94080, and Yingnan Zhang, a citizen of China, having a mailing address of 1 DNA

Way, South San Francisco, CA 94080 (hereinafter “ASSIGNORS”) haVe invented a new and useful
1nvent10n in

METHODS AND COMPOSITIONS FOR NEURAL DISEASE IMMUN OTH]ERA]PY

f01 Wthh a provisional application Serial No 61/456,642 (Docket No. PR4453) has been ﬁled by them

on November 10, 2010 and

! WHEREAS GENENTECH INC,, a corporation organized and existing under and by virtue of
the laws of the State of Delaware, havmg a place of business at | DNA Way, South San Francisco,

Califotnia 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said mventlon and in and to the
Lettels Patents to be obtained therefor;

*NOW THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable consideration the recelpt of Whlch is hereby acknowledged the said-
ASSIGNORS have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC.,
its successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the
Paris Convention for the Protection of Industrial P1ope1'ty, in and to said invention, and in and to any -
and all Letters Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or

substltute thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and
" inthe Umted States of America, its territories and possessions, but for, to and in all other countries;
and it has been and is hereby authorized and 1equested that the appropriate govemment agencies issue
said Letters Patents to said GENENTECH, INC., in accordance with thxs Ass1gnment

Sa1d ASSIGNORS covenant and agree to cooperate w1th GENENTECH, INC,, to enable said
GENENTECH INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the
United States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNORS includes prompt
* production of pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths,

spemﬁcatlons declarations or other papers, and other assistance all to the extent deemed necessary or

Page 1 of 3



South San Francisco

2 /15 [r010

Date "1
South ‘San Francisco

;

.Date

- South S?n Francisco

Date

South San Francisco

|
|

Date |
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= e
Name: A&T_eim Wing

Name: Ryan J. Watts

Name: Yan Wu

Name: Yingnan Zhang
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~ Attorney Doclket No. PR4453

: ASSIGNMENT

WHEREAS, Jasvinder Atwal, a citizen of Canada, having a mailing address of 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080, and Yongmei Chen, a citizen of the USA, having a mailing address of
1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Cecilia Pui Chi Chiu, a citizen of Canada, having a
mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Robert A. Lazarus, a citizen of
the USA, baving a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and Weiru Wang,
a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, and
Ryan J. Watts, a citizen of the USA, having a mailing address of 1 DNA Way, South San Francisco,
CA 94080; and Yan Wu, a citizen of the USA, having a mailing address of | DNA Way, South San
Francisco, CA 94080, and Yingnan Zhang, a citizen of China, having a mailing address of 1 DNA
Way, South San Francisco, CA 94080, (hereinafter “ASSIGNORS”), have invented a new and useful
invention in - '

METHODS AND COMPOSITIONS FOR NEURAL DISEASE IMMUN OTHERAPY

for which a provisional apﬁlicatio.ﬁ Serial No. 61/456,642 (Docket No. PR4453) has been filed by then
on November 10, 2010; and ' :

WHEREAS, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and by virtue of
the laws of the State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San Francisco,
California 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and in and to the -

Letters Paten&s to be obtained therefor;
|

NOW; THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged, the said
'ASSIGNORS have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC.,
its successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the
Paris Convention for the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any
and all Letters Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or
substitute theré.of} and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and
in the United States of America, its territories and possessions, but for, to and in all other countries;
and it has been and is hereby authorized and requested that the appropriate government agencies issue
said Letters Patents to said GENENTECH, INC., in accordance with this Assignment.

~ Said ASSIGNORS covenant and agree to cooperate with GENENTECH, INC,, to enable said
GENENTECH, INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the
United States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNORS includes prompt
production of pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths,
specifications, declarations or other papers, and other assistance all to the extent deemed necessary or
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Attorney Docket No.-PR4453
desnable by said GENENTECH, INC » (2) for perfecting the right, title and interest herein conveyed;
(b) for plosecutmg any of said apphcatlons (c) for filing and plosecutmg apphcatlons for reissuance of

any of said patents; (d) for inter felence or other priority pr oceedmgs 1nvolv1ng said invention; and (e)
for legal ploceedmgs involving said invention and any applications therefor and any patents granted
thereon, including without limitation opposition proceedings, cancellation proceedings, priority
contests, pubho use proceedings, infringement actions and court actions; provided, however, that the
expense incurred by said ASSIGNORS in providing such cooperation shall be paid for by sa1d
GENENTECH INC.

The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH,

INC., its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said
ASSIGNOR§ their respective heirs, legal representatives and ass1gns

Sald ASSIGNORS hereby warrant and represent that they have not entered and will not enter
Into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith

IN WITNESS WHEREOF we undersign as follows;

South San Fi'anc_:isco
|

Date . |

: Name: Jasvinder Atwal

South San Francisco

Date

South San Francisco |

Name: Yongmei Chen
South San Francisco
Date Name: Cecilia Pui Chi Chiu

}

Date “

Name: Robert A. Lazarus
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Date |

South San!Francisco _

|
;

Date

‘ .
South San Francisco

\{.‘b/‘}o (

Date l

|
South San Francisco
’ |

Date
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' - Name: Weiru Wang

Name: Ryan J, Watts

\/ CNANNA_
Namef Ya['n Wu

Name: Yingnan Zhang
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TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A
GENENTECH, INC., firmado por los cedentes y el cesionario.

OFICINA DE MARCAS Y PATENTES ESTADOS UNIDOS
Bajo el Secretario de Comercio para la Propiedad Intelectual y Director de la Oficina de Marcas y Patentes
de los Estados Unidos

Enero 11, 2011

PTAS
" JULIE A. HEIDER
: Genentech, Inc.
. 1DNA Way
i South San Francisco, CA 94080

Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos
! Notificacion de Registro de Documento de Cesién

El documento anexo ha sido registrado por la Division de Cesiones de la Oficina de Marcas y Patentes de los

Estados Unidos. Una copia microfiimada completa se encuentra disponible en la Sala de Busquedas de Cesiones
" enelrolloy cuadro cuyo nombre de referencia aparece mas adelante.
|

| Por favor revise toda la informacion que contiene esta notificacion. La informacion contenida refleja los datos
| presentes en el Sistema de Cesiones de Marcas y Patentes. Si encuentra errores o tiene preguntas con respecto
© a este documento, puede contactar al funcionario cuyo nombre aparece en esta notificacion, marcando el 571-

272-3350. Las solicitudes de correccion se pueden enviar a: U.S. Patent and Trademark Office, Mail Stop:
\ Assignment Services Branch, P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313.

. Fecha de Registro: 01/10/2011 Rollo/Cuadro: 025609/0190

Numero de péginas: 17
|

Resumen: Cesion de interés del cedente (véase documento para detalles)
Numero de Expediente de Abogado: PR4453

Cedente:

ATWAL, JASVINDER Fecha del documento: 12/16/2010
|

Cedente:
CHEN, YONGMEI

! Fecha del documento; 12/15/2010

' Cedente:

"‘ CHIU, CECILIA PUI CHI Fecha del documento: 12/15/2010

i Cedente:

LAZARUS, ROBERT A. Fecha del documento: 12/16/2010

L‘Cedente:

WANG, WEIRU Fecha del documento: 12/15/2010

Cedente:

WATTS, RYAN J. Fecha del documento: 12/16/2010

\

Cedente;

WU, YAN Fecha del documento: 01/03/2011
|

Cedente:

ZHANG, YINGNAN Fecha del documento: 12/16/2010
|
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Pagina 2

Cesionario:

GENENTECH, INC.

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Numero de solicitud: 61456642 Fecha de presentacion: 01/10/2010
Numero de patente: Fecha de expedicion: :

Tituto: METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA PARA ENFERMEDAD NEURAL
Ocruser, Examinador

SUCURSAL DE SERVICIOS DE CESIONES
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS



CESION DE PATENTE

1 Version electronica v1.1
‘ Version de la hoja v1.1

\ TIPO DE PRESENTACION: CESION NUEVA

- | [ NATURALEZA DEL ACUERDO: CESION
- [ DATOS DE LA PARTE CEDENTE
Nombre Fecha de ejecucion
. | [Jasvinder Atwal 12/16/2010
“\ Yongmei Chen 12/16/2010
. | [ Cecilia Pui Chi Chiu 12/15/2010
. | Robert A. Lazarus 12/16/2010
“‘ Weiru Wang 12/15/2010
1 TRyan J. Watts 12/16/2010
1 Yanwu 01/03/2071
I [Yingnan zhang 12/16/2010

| DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre: Genentech, Inc.
Direccion: 1 DNA Way
“\ Ciudad: South San Francisco
| Estado/Pais: CALIFORNIA
[Cadigo Postar 94080
|

|

NUMERO DE PROPIEDADES Total: 1
' Tipo de Propiedad
|

Numero

‘Numero de solicitud:

61456642

IjATOS DE CORRESPONDENCIA

Numero de Fax: (650) 952 9881

650 467 7743

esthere@gene.com

Teléfono:

Correo electrénico:

po} fax no sean exitosos.

Ndmbre del destinatario: Julie A. Heider
Dir;accién Linea 1: 1 DNA Way
Direccion Linea 2: MS#49
Direccién Linea 4:

NQMERO DE EXPEDIENTE DE ABOGADO:

: South San Francisco, CALIFORNIA 94080

La correspondencia sera enviada por Correo de Estados Unidos cuando los intentos de hacerlo

PR4453

NOMBRE DEL REMITENTE: Julie A. Heider




Total anexos: 15
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®

Expediente de Abogado No. PR4453

CESION

CONSIDERANDO QUE, Jasvinder Atwal, un ciudadano de Canada, con direccion de
correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Yongmei Chen, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Cecilia Pui Chi Chiu, una ciudadana de Canada, con direccion de correspondencia 1. DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Robert A. Lazarus, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion
de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Weiru Wang, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Ryan J. Watts, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Yan Wu, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion de
correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; y Yingnan Zhang, un ciudadano de
China, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; han inventado

. unainvencion nueva y util en

METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA PARA ENFERMEDAD NEURAL

para la cual se presenté una solicitud provisional con Serial No. 61/456,642 (Expediente de abogado
" No. PR4453) el 10 de noviembre de 2010; y

‘ CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y
por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San

Francisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, y en y
, Paralas patentes que se obtendran de la misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha
" GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo € interés completo y exclusivo
l\ incluyendo todos los derechos bajo la Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
| emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en
 cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los
 Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los otros paises; y
|se ha'y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubernamentales respectivas emitan
'dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.
|
* Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
‘a dicha GENENTECH, INC., el disfrute hasta su maxima extension del derecho, titulo e interés aqui
cedudo en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye fa
pronta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones,
uuramentos especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra ayuda todas hasta el punto
conS|derado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
tltqu e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
u otros procesos de prioridad que involucran dicha invencion; y (e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacion, disputas
de prioridad, procesos de uso publico, acciones de violacion y acciones de la corte; con la condicion

que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser
pagados por GENENTECH, INC.

\‘ Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos
CEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.
|

\ Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entrara
en ninguna cesidn, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

|



EN TESTIMONIO DE LO CUAL se suscriben como sigue:

. South San Francisco

" Fecha: 12/16/2010

South San Francisco

Fecha:

~ South San Francisco

; Fecha:

South San Francisco

" Fecha:

" South San Francisco

+ Fecha:

¢ South San Francisco

" Fecha: 12/16/10

|

. South San Francisco

- Fecha:

South San Francisco

Fecha:

(firma)

Nombre: Jasvinder Atwal

Nombre: Yongmei Chen

Nombre: Cecilia Pui Chi Chiu

Nombre: Robert A. Lazarus

Nombre: Weiru Wang

(fima)

Nombre: Ryan J. Watts

Nombre: Yan Wu

Nombre: Yingnan Zhang



Expediente de Abogado No. PR4453

CESION

CONSIDERANDO QUE, Jasvinder Atwal, un ciudadano de Canada, con direccion de
comespondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Yongmei Chen, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Cecilia Pui Chi Chiu, una ciudadana de Canada, con direccion de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Robert A. Lazarus, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion
de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Weiru Wang, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Ryan J. Watts, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Yan Wu, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion de
correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; y Yingnan Zhang, un ciudadano de
China, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; han inventado
una invencion nueva y (til en

METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA PARA ENFERMEDAD NEURAL

para la cual se present6 una solicitud provisional con Serial No. 61/456,642 (Expediente de abogado
No. PR4453) el 10 de noviembre de 2010; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y
por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, yeny
para las patentes que se obtendran de la misma:

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha
GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo
incluyendo todos los derechos bajo la Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en
cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los otros paises; y
se ha y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubemnamentales respectivas emitan
dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
a dicha GENENTECH, INC., el disfrute hasta su maxima extension del derecho, titulo e interés aqui
cedido en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye la
pronta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones,
juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra ayuda todas hasta el punto
considerado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
titulo e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
u otros procesos de prioridad que involucran dicha invencion; y (e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacion, disputas
de prioridad, procesos de uso publico, acciones de violacion y acciones de la corte; con la condicion

que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser
pagados por GENENTECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos
CEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entrara
en ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.
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South San Francisco
Fecha: 12/15/2010
South San Francisco
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South San Francisco
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South San Francisco
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Nombre: Jasvinder Atwal

(firma)

Nombre: Yongmei Chen

(firma)

Nombre: Cecilia Pui Chi Chiu

Nombre: Robert A. Lazarus

Nombre: Weiru Wang

Nombre: Ryan J. Watts

Nombre; Yan Wu

Nombre: Yingnan Zhang



Expediente de Abogado No. PR4453

CESION

CONSIDERANDO QUE, Jasvinder Atwal, un ciudadano de Canada, con direccion de
correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Yongmei Chen, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Cecilia Pui Chi Chiu, una ciudadana de Canada, con direccion de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Robert A. Lazarus, un ciudadano de Estados Unidos, con direccidn

de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Weiru Wang, un ciudadano de

Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
kyan J. Watts, un ciudadano de -Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Yan Wu, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion de
:correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; y Yingnan Zhang, un ciudadano de -
China, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; han inventado

una invencion nueva y til en
METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA PARA ENFERMEDAD NEURAL

para la cual se presento una solicitud provisional con Serial No. 61/456,642 (Expediente de abogado
No. PR4453) el 10 de noviembre de 2010; y

| CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y
por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San
I‘:rancisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, yeny

para las patentes que se obtendran de la misma;
AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y ftraspasan a dicha
GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo
incluyendo todos los derechos bajo la Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en
cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los otros paises; y
se ha'y por la presente se autoriza y solicita que las agencias guberamentales respectivas emitan
dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

|

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
a dicha GENENTECH, INC,, el disfrute hasta su maxima extension del derecho, titulo e interés aqui
cedido en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye la
pronta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones,
juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y ofra ayuda todas hasta el punto
considerado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
titulo e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
U otros procesos de prioridad que involucran dicha invencion; y (e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicién, procedimientos de cancelacion, disputas
de prioridad, procesos de uso publico, acciones de violacion y acciones de la corte; con la condicion
que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser
pagados por GENENTECH, INC.

|
|
|

. Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos
GEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entraré
en ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.
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(firma)
Nombre: Robert A. Lazarus

Nombre: Weiru Wang

Nombre: Ryan J. Watts

Nombre:; Yan Wu

(firma)

Nombre: Yingnan Zhang



Expediente de Abogado No. PR4453

CESION

CONSIDERANDO QUE, Jasvinder Atwal, un ciudadano de Canada, con direccion de
correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Yongmei Chen, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Cecilia Pui Chi Chiu, una ciudadana de Canada, con direccion de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Robert A. Lazarus, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion
de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Weiru Wang, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccién de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Ryan J. Watts, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Yan Wu, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion de
correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; y Yingnan Zhang, un ciudadano de
China, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; han inventado
una invencion nueva y atil en

METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA PARA ENFERMEDAD NEURAL

para la cual se presentd una solicitud provisional con Serial No. 61/456,642 (Expediente de abogado
No. PR4453) el 10 de noviembre de 2010; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y
por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, y en y
para las patentes que se obtendran de la misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha
GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo
incluyendo todos los derechos bajo la Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, yen
cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los otros paises; y
se ha y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubemnamentales respectivas emitan
dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
a dicha GENENTECH, INC., el disfrute hasta su maxima extension del derecho, titulo e interés aqui
cedido en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye la
pronta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones,
juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra ayuda todas hasta el punto
considerado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
titulo e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes: (c) para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
U otros procesos de prioridad que involucran dicha invencion; y (e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacion, disputas
de prioridad, procesos de uso publico, acciones de violacion y acciones de la corte: con la condicion

que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser
pagados por GENENTECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos
CEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entrara
en ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

7
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EN TESTIMONIO DE LO CUAL se suscriben como sigue:
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Fecha:
South San Francisco
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Nombre: Cecilia Pui Chi Chiu

Nombre: Robert A. Lazarus

(firma)
Nombre: Weiru Wang

Nombre: Ryan J. Watts

Nombre: Yan Wu

Nombre: Yingnan Zhang
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Expediente de Abogado No. PR4453

CESION

CONSIDERANDO QUE, Jasvinder Atwal, un ciudadano de Canada, con direccion de
correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Yongmei Chen, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Cecilia Pui Chi Chiu, una ciudadana de Canada, con direccion de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Robert A. Lazarus, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion
de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; Weiru Wang, un ciudadano de
Estados Unidos, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080;
Ryan J. Watts, un ciudadano de Estados Unidos, con direccién de correspondencia 1 DNA Way,
South San Francisco, CA 94080; Yan Wu, un ciudadano de Estados Unidos, con direccion de
correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; y Yingnan Zhang, un ciudadano de
China, con direccion de correspondencia 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080; han inventado
una invencion nueva y (til en

METODOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNOTERAPIA PARA ENFERMEDAD NEURAL

. Ppara la cual se presento una solicitud provisional con Serial No. 61/456,642 (Expediente de abogado
- No. PR4453) el 10 de noviembre de 2010; y '

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y

por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San

. Francisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, y eny
. para las patentes que se obtendran de la misma;

: AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha
GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo
incluyendo todos los derechos bajo la Convencién de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en
cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacién de las mismas, no solo para, por y en los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los otros paises; y
seiha y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubernamentales respectivas emitan
dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

' Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
a dicha GENENTECH, INC., el disfrute hasta su maxima extensién del derecho, titulo e interés aqui
cedido en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye la
pron‘ta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones,
jurarr‘,Pentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra ayuda todas hasta el punto
considerado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
titulo ‘e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
u otros procesos de prioridad que involucran dicha invencion; y (e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacién, disputas
de prio‘(idad, procesos de uso publico, acciones de violacion y acciones de la corte; con la condicion
que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser
pagado§ por GENENTECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos
CEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entrara
en ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

-
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EN TESTIMONIO DE LO CUAL se suscriben como sigue:

South San Francisco
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Fecha:
South San Francisco
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l‘ Fecha: 01/03/2011

| South San Francisco

+ Fecha:

Nombre: Jasvinder Atwal

Nombre: Yongmei Chen

Nombre: Cecilia Pui Chi Chiu

Nombre: Robert A. Lazarus

Nombre: Weiru Wang

Nombre: Ryan J. Watts

(firma)

Nombre: Yan Wu

Nombre: Yingnan Zhang
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, Marzo 19 de 2013 - 07:46:23 |

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
\ NIT : 800.176.089-2

ol
Al . RECIBO DE CAJA No. 13 - 0027243
Industria 'y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Marzo 19 de 2013 - 07:46:09
RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A. NI 860.047.372
\ “** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No._ PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNAlpION BANCO DE BOGOTA 062754387 426513474 18/03/2013 24.248.200.00
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\ *** Conceptos Pagados ***
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|

A (24 453



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
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Industrizi y Comercio

SUPERINTENDENCIA
!

RECIBIDd DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0024271

» Marzo 12 de 2013 - 08:08:18

l
|

P
e

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240
|

Bogota D.C., Marzo 12 de 2013 - 08:08:10
N1 860.047.372
\ *** Soporte del Pago ***
\ g
TIPO PAbO BANCQO CUENTA Na. PAGO FECHA PAGQ VR PAGO
|
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 426513500 11/03/2013 35.620.000.00
l\
\ *** Conceptos Pagados ***
CANT RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
20 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 600.000.00
! ADICIONAL A LAS 10 INIC
‘\ - $600.000.00
\l
SON: **SEIS'\CIENTOS PESOS MONEDA CORRIENTE***
|
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- - |
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
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Industrlay Comercm
SUPERINTENDENC|/\

RECIBO DE CAJA No. 13 - 003582

Bogota D.C., Enero 14 de 2013 - 17:10:58

RECIBIDO DE ;,‘ BRIGARD & CASTRO S.A.
i

+ Enero 14 de 2013 -17:11:17

Begponsable'

NI 860.047.372
| *** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ. ! BANCO CUFNTA No. PAGO EFCHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACIO%\I BANCO DE BOGOTA 062754387 446244901 14/01/2013 34.942.000.00
\
“ *** Conceptos Pagados ***
CANT RFNTISTICO CONCFPTO V. UNDITARIO  Vr CONCFPTQO
3 50005-01-01 SOLICITTDES 1%%&%[\\‘/}ANLDACA%I(1) RTENTE UNITARIA 30.000.00 $3888888
|

|
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e

% e o LISTA DE CHEQUEO
Industria v Comercio ' ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES

’ 'UPERTNTENDENCIA

| PATENTE DE INVENCION D MODELO DE’ UTILIDAD [:] Art 33 Decision 486/00
| ‘

Indicacién que se solicita una patente.
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta Ja solicitud
Descripcién de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

DDDDD

Comprobante de pago de las tasas establecndas (De ser el caso formato de descuénto) A
Completa - D ) : " Incompleta D

| | L
PATENTE DE  NYENCION PC/T[ZﬁwoosLo DE UTILIDAD PCT [_] Art.33 Decisisn 486100, Circular nica

/Z Indicacién que se solicita una PCT '
/{r Copia de la solicitud en espadol, tal como fue presentada inncnalmente (capitulo descriptivo,

rervmdlcatorao resumen)

| ibujos de ser estos pertinentes
| Comprobante de pago dg4as tasas establecidas_'(de ser el caso formato de descuento)
.[ Completa o [Z/b Incompleta [ ]

[

; DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)

[ [:] Indicacién que se solicita Disefio industrial

f D Datos de identificacién del sohc:tante o de la persona que presenta la solicitud

| D Representacion grafica y fotograf ica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
' disefio- '

| .
‘ D Comprobante-de pago de las tasas establecidas

]L Completa [ | - ~_Incompleta [_]

- ESQUEMA DE TRAZADO { | " (Art. 92 Decisi6n 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacion del solicitante o de la persbna que presenta la solicitud-
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Uoog

Completa D - lncom'pleta D

PI02-F08 (2009-11 -18)

T

- -26 16:08:01  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
$?ach1a 1 2%1/-\3?%?WEIYM Eve: 378 FASENACIONAL
Act. 411 PRESENTACION  Folios: 320




