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2020 _
Bogota, D.C.,
Abogada ALICIA LLOREDA RICAURTE
ASUNTO Radicaciéon 07-137554
Tramite 011
Evento 378,
Actuacion 518 " . f
Oficio m111b64
Folios 016
Patente de Invencion Patente de Modelo de Utilidad D
Via Nacional D
Via PCT (Fase Nacional) [} Cap.l Cap. il [ ]
No. Solicitud Internacional PCT/EP2006/006535

Fecha de Presentacion Internacional

03 Junio 2006

Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de
la Decisién 486 de la Comisidon de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion:
Reivindicaciones:
Dibujos:
Secuencias
Prioridad:

Folios 42 a 124
Folios 125 a 133
Folios 134 a 150
Folios 151 a 180
GB 0513766.6
GB 0525448.7

28 de Diciembre 2007
28 de Diciembre 2007
28 de Diciembre 2007
28 de Diciembre 2007
05 de Julic 2005

14 de Diciembre 2005

2. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: “Anticuerpos humanizados especificos para NOGO-A y sus usos
farmaceuticos”

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de obtener
inhibidores de NOGO-A Utiles para el tratamiento para neurodegeneracion.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona anticuerpos
monogclonales humanizados que se unen e inhiben la actividad de NOGQO-A humana,
y composiciones que fos contienen.

El objeto de la presente Solicitud se relaciona con la Clasificacion Internacional de
Patentes (CIP). CO7K 16/18
3. Excepcion a la Patentabilidad (Art 20 D 486 literal (d))

El objeto de las reivindicaciones 19, 21, 23 a 26 que hacen referencia a un método de
tratamiento no es patentable de acuerdo con el Art citado.
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Reivindicaciones relativas a un uso o a un segundo uso (Art 14y 21 D 486)

El uso de las reivindicaciones 20 y 22 no es patentable, de acuerdo con el Art 14.

5.

De la Solicitud de Patente

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

6.

Las reivindicaciones 1 a 8 hacen referencia a la region variable de cadena pesada
de un anticuerpo anti-NOGO; asimismo, las reivindicaciones 9 a 15 que hacen
referencia a la regién variable de cadena ligera de manera independiente y sin
alguna correlacion. Se recuerda al solicitante que un anticuerpo de debe
caracterizarse a partir de su estructura completa, mencionando las secuencias
gue lo conforman en la cadena ligera y cadena pesada, o las secuencias
variables de las cadenas ligera y pesada y que la referencia a estructuras
parciales o fragmentos del anticuerpo no es valida puesto que no corresponde a
una estructura activa, probada ni definida.

Teniendo en cuenta lo divulgado en la memaoria descriptiva la estructura completa
del anticuerpo esta dada por las secuencias SEQ ID NO 77 para la cadena
pesada y la SEQ ID NO 20 para la cadena ligera con sus correspondientes
sustituciones, por tal razén se sugiere que se establezca en la reivindicacion
principal dichas secuencias y limitar la invencién a las sustituciones o
modificaciones que se encuentran de manera especifica indicando las posiciones
y el tipo de aminoacido modificado, sin hacer referencia a otras secuencias.

Las reivindicaciones 1y 9 no tiene soporte en la descripcion debido a las multiples
posibilidades de sustituciéon (n= 0 a 13) para los aminoacidos de la secuencia
SEQ ID NO 77 y SEQ NO. 20 que se reclaman puesto que n corresponde
especificamente a 1. Asimismo, no es claro a que secuencia ni que posiciones
reales son las que se sustituyen, por lo cual no se define de manera inequivoca el
anticuerpo, puesto que cualquier secuencia puede presentar sustituciones en
diferentes posiciones.

Las reivindicaciones 28 y 29 que hacen referencia al procedimiento para producir
un anticuerpo reclaman la misma materia puesto que presentan los mismos
pasos. Se sugiere eliminar una de las dos.

Determinacion del Estado de la Técnica

El Estado de la Técnica se determiné con base en la fecha de presentacion de Ia

soli
de

citud de prioridad (05 de julio de 2005) y la fecha de presentacién de la solicitud
patente nacional (28 de diciembre de 2007) y se encontraron los siguientes

documentos que anticipan el objeto de esta solicitud;

ftem Documento Titulo Fecha de Publicacion

D1

Fecha presentacion:

CO 06-63412 NOGO-A inmunoglobulinas neutralizantes para | 29 de junio de 2006
el tratamiento de enfermedades neurolégicas, Fecha prioridad:

22 de octubre de 2003

D2 WO2005028508 NOGO A  binding molecules  and

| pharmaceutical use thereof 31 de marzo de 2005

D3 Engineering Vol | improved affinity for the Nogo-A axonal growth

Protein An engineered IN-1 F ab fragment with

15. No 11. Pag. | inhibitor permits immunochemical detection 2002

931-941 and shows enhanced neutralizing activity.
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D1 (folios 195 a 200) divulga inmunaglobulinas neutralizantes de NOGQ-A Utiles para el tratamiento de
enfermedades neuroldgicas, procedimientos para su produccion y metodos de uso de las mismas.

D2 divulga anticuerpos manoclonales que se unen a NOGO-A con una constante de disociacion <1000
nM, un polinucledtido que codifica dicha molécula de unidn; polinucledtido un vector de expresion que
comprende dicho anticuerpo, el uso de dichos anticuerpos y polinucledtidos para el tratamiento de
enfermedades asociadas con la reparacion del sistema nervioso.

URL:http:/fworldwide espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPQODQC&II=0&ND=3&adjacent=tru
e&locale=en_EP&FT=D&date=200503318CC-WQO&NR=2005028508A2&KC=A2

D3 {folios 201 a 203) divulga anticuerpos y fragmentos FAD anti-NOGO-A disefiados para mejorar la
afinidad por medio de modificaciones en las regiones variables.
URL: http://peds.oxfordjournals.org/content/15/11/931 short

7. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
Novedad (Art 16 D486)

La reivindicacion 1 consiste en un anticuerpo monoclonal que se una a NOGO
humana, que comprende una regién variable de cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacido de la SEC ID NO 77 que comprende adicionalmente un
numero n de sustituciones en una o mas de las posiciones 12, 20, 38, 40, 48, 67, 68,
70, 72, 74, 76, 79 y 91; en donde cada residuoc de amincacido sustituido se
reemplaza con el residuo de aminoacido en la posicidn equivalente en la SEC ID NO.
7ynesunnumeroentre 1y 13,

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de 1a Técnica:

Caracteristicas esenciales D1
Anticuerpo monoclonal que se una a NOGO Anticuerpo monoclonal humanizado que
humana se una a NOGO humana

Regién variable de cadena pesada que tiene
la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO

77 Region variable de cadena pesada que
QVQLVQSGAEVKKPGASVK geEng IIS ?\]eéuae;mia de aminoacido de la
VSCKASGYTFTSYWMHWYR QVQLVQSGAEVKKPGASVK
QAPGQGLEWMGNINPSNGG

VSCKASGYTFTSYWMHWVR
TNYNEKFKSRVTMTRDTSTST

QAPGQGLEWMGNINPSNGG
VYMELSSLRSEDTAVYYCELG
QGYWGQGTLYTVSS TNYNEKFKSRVTMTRDTSTST

VYMELSSLRSEDTAVYYCELG

n sustituciones en una o mas de las

posiciones 12, 20, 38, 40, 48, 67,68, 70, 72, | QCYWGQGTLVTVSS
74,76, 79 y 91 |
n=0a13 — 573 |

Las caracteristicas esenciales del anticuerpo de la reivindicacion 1 habian sido
divulgadas previamente en D1, el cual ensefia un anticuerpo monaclonal humanizado
gue se una a NOGO humana (folio pagina ) el cual comprende una regién variable de
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO 84 (folio .
pagina \linea ) la cual es igual a la reclamada en la presente solicitud (ver tabla
comparativa).

En consecuencia, la reivindicacién 1 no es nueva, segun lo divulgado en el
documento D1.

La reivindicacion 28 consiste en un método para producir un anticuerpo anti-NOGO
de cualquiera de las reivindicacion 1 a 17 que se une especificamente a y neutraliza
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la actividad de NOGO-A humana cuyo método comprende las etapas de:
a) Proporcionar un primer vector que codifica una cadena pesada del anticuerpo;
b) Proporcionar un segundo vector que codifica una cadena ligera del anticuerpo,
¢) Co-transfectar una célula hospedera mamifera con el primer y segundo

vectores:

d) Cultivar la celula hospedera de la etapa (¢) en medios de cultivo
(preferiblemente libre de suero) bajo condiciones que conduzcan a la
secrecion del anticuerpo de la célula hospedera en los medios de cultivo.

e) Recuperacién del anticuerpo secretado de la etapa (d)

Comparacion de tas caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

0} Caracteristicas esenciales

D1

| Método para producir un anticuerpo anti-
NOGO

Método para producir un anticuerpo anti-
NOGO

Proporcionar un primer vector que codifica una
cadena pesada del anticuerpo,

Proporcionar un primer vector que codifica
una cadena pesada del anticuerpo;

Proporcionar un segundo vector que codifica
una cadena ligera del anticuerpe;

Proporcionar un segundo vectar que codifica
una cadena ligera del anticuerpo;

Co-transfectar una célula hospedera mamifera
con el primer y segundo vectores;

Co-transfectar una célula hospedera

mamifera con el primer y segundo vectores, |

: Cultivar la celula hospedera de la etapa (¢) en
medios de cultivo (preferiblemente libre de
suero) bajo condiciones que conduzcan a la
secrecion del anticuerpo de la célula
hospedera en los medios de cultivo.

Cultivar la celula hospedera de la etapa (¢)
en medios de cultivo (preferiblemente libre
de suero) bajo condiciones que conduzcan a
la secrecidén del anticuerpo de la célula
hospedera en los medios de cultivo.

Recuperacion del anticuerpo secretado de la
etapa (d)

Recuperacion del anticuerpo secretado de [a
etapa (d)

Las caracteristicas esenciales del método de la reivindicacion 28 habian sido
divulgadas previamente en D1, el cual ensefia un método para producir un anticuerpo
anti-NOGO que se une especificamente a y neutraliza la actividad de NOGO-A
humana (reivindicaciones 20y 21), dicho método comprende las mismas etapas que
las divulgadas en la presente solicitud tal como se muestra en la tabla anterior

En consecuencia, la reivindicacién 28 no es nueva, segin lo divulgado en el

documento D1,

Las reivindicaciones 29 y 30 no mencionan alguna caracteristica que haga nuevo al
método de la reivindicacion 28, por lo cual se considera que no nuevas.

Nivel Inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 16 un anticuerpo monoclonal que comprende las regiones de VH y
VL seleccionadas de la siguiente lista H1 L13 (SEQ ID NO. 77 + SEQ ID NO. 20) (ver

folios 127 y 128).

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las de Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenciales D1 D3
, Anticuerpo monoclonal | Anticuerpo
ﬁgg%emomr:sgoclonal que e unaa que se una a NOGO monocional anti-
humana NOGO
| Region variable de cadena pesada que Region variable de Modificaciones
I tiene la secuencia de aminoacido de la cadena pesada que simples de
| SECIDNO 77 tiene la secuencia de aminoacidos en
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aminoécido de la SEC | regiones del
IDNO 2 anticuerpo o

Regidn variable de fragmento FAb
Region variable de cadena ligera que cadena ligera que tiene
tiene la secuencia de aminoacido de la la secuencia de

SEC IDNO 20 aminoéacido de la SEC
IDNOC 3

Los documentos D2 y D3 se consideran el estado de la técnica cercano a la
invencion definida en la reivindicacién 1 porque:

El documento D2 ensefia anticuerpos monoclonales anti-NOGO A y polinucledtidos
que los codifican, dichos anticuerpos poseen la caracteristica de unirse
especificamente a polipéptidos de NOGO A, NiG-D20, con una constante de
disociacion menor a 1000nM (reivindicacién 1). Dichos anticuerpos son de
caracteristicas murinas y estan compuestos por una region variable de cadena
pesada y una region variable de cadena ligera correspondiente a las secuencias 2y 3
(Pag. 48 a 50) que se relaciona directamente con las secuencia 7 y 8 de la presente
solicitud que corresponden a las cadenas pesada y ligera murinas.

La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacion 1 y el anticuerpo
divulgado en el documento D2 corresponde a las modificaciones especificas de
aminoacidos en las posiciones 12, 20, 38, 40, 48,67, 68,70, 72,74, 76, 79 y/o 91 de
la cadena pesada y modificaciones especificas de aminoacidos 4, 7, 11, 19, 42, 64
y/o 70 de la cadena ligera.

Asimismo, D2 divulga que un anticuerpo humanizado puede retener unos pocos
aminoacidos de la secuencia murina en las partes de las regiones de marco
adyacentes a las regiones hipervariables tales como los CDRs (pag. 5, linea8a 10)y
se ensefia que los cambios menores en una secuencia de aminoacidos, tales como
supresion, adicion o sustitucion de uno o varios aminoacidos pueden dar lugar a una
forma alélica de la proteina original, que tiene propiedades sustanciaimente idénticas
(pag. 7, linea 24 a 27).

El'hecho de realizar modificaciones arbitrarias dentro de las cadena pesada y liviana
del anticuerpo, en las posiciones 12, 20, 38, 40, 48, 67, 68, 70, 72, 74, 76, 79 y/o 91
no evidencia un efecto técnico sorprendente, ya que no se evidencian cuales son las
modificaciones realizadas y si estas modificaciones comparadas con el estado de la
tecnica proveen una mayor actividad de union de dichos anticuerpos en comparacion
con anticuerpos ya divulgados, es asi que los anticuerpos de la presente solicitud
mantienen una constante de disociacion menor o igual a 1000nM (ver folio 106)

Por lo tanto, el Problerma Técnico Objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: “cémo obtener anticuerpos monoclonales que se unan a NOGO-a
humana alternativos a los ya conocidos?

Por su lado el documento D3 hace referencia a diferentes modificaciones en
posiciones estratégicas de las cadenas variables de anticuerpos anti-NOGO que
logran una mejora en la afinidad /unién de los anticuerpos con el respectivo receptor
(folio 201, pag. 932, columna 1). Dentro de las modificaciones se encuentran las
posiciones 91, 93, 94 y 96 tanto en la cadena pesada como ligera (folio 201a, pag.
933, columna 1). De igual manera establece que la el analisis de diferentes
anticuerpos revela que la modificacion de los dominios variables de cadena pesada
pueden modificarse de diferentes maneras lograndose una “hipermutacion” que
puede llevar a la mejora en la afinidad (folio 202, pag. 936, columna 1 parte final).
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De acuerdo a lo anterior la persona del oficio normaimente versada en la materia
estaria motivada con las secuencias de anticuerpos anti-NOGO ya divulgadas en el
estado de la técnica especiaimente en D2, a realizar modificaciones tales como
supresién, adicion o sustitucién de uno o varios aminoacidos sin medificar de manera
drastica la estructura del anticuerpo. Asimismo, esta persona sabiendo gue
modificaciones en la cadena pesada vy ligera para este tipo de anticuerpos anti-
NOGO llevan a una mejora en la afinidad tal como se demuestra en D2 disefiaria
dentro de su rutina diaria una serie de ensayos estableciendo que modificaciones
logran una mejor actividad y de esta manera llegaria asi al objeto de la reivindicacién
16 de la solicitud. Por o cual se considera que carece de nivel inventivo.

8. Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de la presente Solicitud estan afectados asi:

. Reivindicaciones -

Iltem Documento afectadas Requisito que afecta

D1 CO 06-63412 1,28a30 Novedad

D2 W02005028508 16 a 18 Nive| Inventivo
Protein Engineering Vol 15. , .

D3 No 11. Pag. 931-941 16a18 Nivel Inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacién de la presente comunicacién. En caso de
no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran
los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término
faltante y presentarla por escrito

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

/‘fffﬁ,(?%‘r_“—

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista, de fecha
1 = Wer 2012

‘ & Wi T

Elaborado por: Ana Delia Pinzon Garcia
Revisado por: Consuelo Leguizamén Leguizamén e/k
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mutada y1. Los sitios de restriccién Hind Il y BsIW | se introdujeron para
componer el dominio V. conteniendo la secuencla seflal CAMPATH - 1H para
la clonaclén en Rin contenlendo la reglién constante kappa humana.

Secuencia sefial CAMPATH - 1H: MGWSCIILFLVATATGVHS (SEC ID N°: 82)

Cadana pesada

Se identificb una sacuencia de linea germinal humana con 66% de
identidad con la secuencia de amino4cidos 2A10 de Vy. Se selecciond para
humanizaclén la secuencia marco conservado de UB4182:
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAPGQGLEWMGI|
NPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGQWL
VILNFDYWGQGTLVTVSS (SEC ID N°: 83),

La pressnta invencion por lo tanto proporciona el uso de la SEC ID N°:
83 (o un marco conservado con menos de 10 diferencias de aminodcidos con
la SEC ID N 83 por ejemplo, menos de B diferencias de aminoacidos,
preferiblemente menos de 6 diferencias de aminodcidos, mas preferiblemente
menos de 4 difsrencias de aminoAcidos por ejemplo, 1 6 2 diferencia (s) de
aminoécldos) en la produccién de un anticuerpo anti - NOGO humanizado
(particulammente un anticuerpo anti - NOGO que se une a NOGO - A humano y
comprende (as CDRs expuestas en la tabla 2 y/o se une al epitope expuesto
anteriormente)

Las posiciones 83 y 84 se identificaron como reslduos potenclalmente
Importantes en el mantenimiento de conformacién de las CDRs.

Posicién (N° Kabat) 2A10 Vy UB4162
93 -84 EL AR
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Se indicd que el motivo EL en estas posiclones son inusuales.
Se disefid la siguiente construccién humanizada:

Construcclén H1 de Vi humanizada:
coR P2

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVECKABGYTFTS YHMEWVRQA PGQGLEWMGN INPENGGTN

@Wsmmmsmsﬁnnmcamocvw%rwvss (SEC

ID N°: 84).

Cadena ligera
Se identificaron unas secuencias de linea germinal humana con 86% de

identidad con la secuencla de aminoécidos de 2A10 de V,. Se selacclond para
humanizacion la secuencla marco congervada de CAAB5593:
Marco conservado: CAABS593
DIVMIQSPLELPVTLGQPASISCRSSQGLVYBDGDTYLNWFQORPGQSPRRLYY
KVSNRDSGVP‘DRFSGGGSGTDFTLKISRWDWWWIHWPHFQQGTEEIK
(SEC ID N°: 85). Asl pues, |a presente invencion proporciona el uso de la SEC
{D N€ 85 (o un marco conservado con menos de 8 diferencias de aminoédcidos
por ejemplo, 8 diferencias de aminodcidos, preferiblemente menos de 4
diferencias de aminoacidos, por ejemplo, 1 ¢ 2 diferencia (s) de aminoéacldas)
en la produccién de un anticuerpo antl - NOGO humanizado dicho anticuarpo
humanizado se une a NOGO - A (particularmente un anticuerpo que
comprende |a cadena ligera de una o mas (por sjemplo todas) las CDRs
expuestas en ia tabla 1 anterior y/o se une al epltope de NOGO - A expuesto
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Hablendo descrito la Invencion como antecede, se declara como
propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento funcional del mismo que se une con (por
ajempio a) y neutraliza NOGO humano.

2. Un anticuerpo segun la relvindicacién 1 que se une a una reglén de la
protelna NOGO - A humana entre los aminoacidos 586 a 785.

3. Un antlcuerpo segln la reivindicacién 2 que se une a una regién de
NOGO - A humano entre los aminodcidos 586 y 685.

4. Un anticuerpo segln la relvindicacién 2 que 88 une a una regidn de
NOGO - A humano entre los aminoécidos 686 y 786.

§. Un anticuerpo segtin la relvindicacién 1 que comprende cada una de las
siguientes CDRs:

las CDRs de |a cadena ligere: SEC 1D nameros: 1,2 y3

las CDR de la cadena pesada: SEC ID nameros: 4,5 y 6.

8. Un anticuerpo segin la relvindicacién 1 que comprende cada una de las
siguientes CDRs:

a3

e
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16. Un anticuerpo segln la relvindicacién 8 6 13 en el que Ia regién variable
de la cadena ligera comprende la gecuencia de aminodcidos axpuaesta en
la SEC ID N°: 40.

17. Un anticuerpo segin !a relvindicacion 9 6 14 en el que la regién varlable
de la cadana ligera comprende la secueancia de aminoacidos expussta en
la SEC ID N*: 41,

18. Un anticuerpo segan la relvindicacién 10 6 15 en el que la regién
variablo de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoécidos
expuesta en la SEC ID N*: 42,

19. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o
fragmento funcional del mismo anl - NOGO segln cualquler
refvindicacién precedents junto con un diluyente o wvehlculo
farmacéuticamente aceptable.

20. Un procedimiento de produccién de un anticuerpo antl - NOGO de una
cuaiquiera de las reivindicaclones 1 a 18 que especificamente se une a y
neutraliza la actividad de NOGO - A humano dicho procedimiento

comprende las etapas de:

(a) proporcionar un primer vector que codlifica una cadena pesada del
anticuerpo;
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{b) proporcionar un segundo vector que codifica |a cadana ligera del
anticuerpo;

(¢) co - transfectar una célula huésped da mamifaro con dichos primer
y ssgundo vector,

{d) cultivar la célula hudspasd de la etapa (c) en medics de cultivo
{preferiblemente exentos de sueru) en condiciones que permiten la
secrecion del anﬁcuarpb por dicha célula huésped an dichos
medios de cultivos;

(e) recuperar el anticusmo sacretado de la stapa (d).

21. Un procadimiento de producclén de un anticuerpo anti - NOGO que
inhibe compatitivamente la unidn del anticuerpo de una cualguiera de las
reivindicacienes 1 a 18 dicho procadimisnto comprende las etzpas de:

(a) proporcionar un primer vector que codifica une cadena pesada del
anticuerpo;

(b) proporcionar un segundo vector que codlifica fa cadena ligera de!
anticuerpo;

{c) co - transfectar una céiula huéaped de mamifero con dichos primer
y aegundo vector;

(d) cultivar ta célula huésped de la etapa (c)} en medios de cuitivo
{preferiblements exentos de suaro) en condiclones que permiten la
secrecion de! anticuarpo por dicha célula huésped en dichos
medios de cultivos,

(e) recuperar el anticuerpo secretadc de la etapa (d).
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the attimity maturuuon process The second mutigeness eycle
wits performed wil pASKSA-1 2 6™V s teopiate and e

obpotepamnleotde §°GOG 1T CAade CTC Gacs CTT

GG 0D AGL TOUC GAA UGT AAC Cidd a0 000
MANN RNN ATT TTG ACY GTA ATy COT Ta- sy
second praner for randomizing the postiops TG0 gl § e
1opether with fixad punations at L9 [ 94 and L¥6 0 cach
casie a single POR povduct was obiained, prridied 2oom a0 14
agiarnse ecl, and cut with Syl and X0l The seseinne LA
fragment of spprovimately 300 bp was hpated wath the bhewise
il vecton backbone ol pASKIUG-INT isee abaver Calunies
obtained afier transtormason of CaClyaompetent £ ot K 12
JMB3 cells { Yanisch-Perron er of. . 19833 were dircetly subyected
Lo #he (iHer-samdwicl: cutouy- M sy

Bucterial proteer poodmction

Culiares ol £ cofy IMB3 translormed with the appropnate
expieasion vector were grown in 2 [ of Luns- Benan (LB
miedicin sopplemented with the correspomding autibiotc 2Anp
fur denvatives of vectors pASKES. pASK 106 il pASK 107,
or Cann for pASK D) at 22°C and 200 .p o, Gene expression

as induced at an optical densiy (O of 0.5 w0 550 om by
adelition of 20 pafl anbydrotetracyeline (ale Acres (hgasics,
Gueel, Belgimn in tly: case of the by, Tragments o of 400 g/
Palein the case ol Nogo-A tagments. Alter 3 o mduoction the
bauteria were hirvested by centrifugation aud the periplasmie
protein feagtion was prepared as deseribed (Skerr and Schmidy,
20K For the production of Nogo-A Tragmeats 200 pa/ml
dded ar the vell fractionation bufies (50 M

:: .._..m HEE M suenwe, 1 md ER LAY

Zo.,: A trigments NI-Trl and NI-Fi?wens panfied from

INCT By Tragients o agronddd aflnity for Sopo-d
puntcation compared wititthe conventional procedure (Fiedler
ad Skera. 2wk,
NELR 5 ATEE

W opurity o1 -USY
The yichls of purificd recomimam priseins :.c.: u_
shabpr-llaakh experaneies were feghly reproducille bue varted
between (Hd and 0% me 18 0Dt the different Fy,
fragments and between 0. and 0.3 mg 1 00D ' for the Nogu-
A lagments After purificalion e proteins were stoged o
PHS {1 mM KIGPO, 16 mM Na-JIPO,, 115 mM NaClj
woramning 1 mAM EDTA a0 30 T up severi]l weehs,
Protein purity was checked By SDS-PAGE wsang 0.1% tw/
vi ST W0 ar 159 (whv) polyecevlaonde gels (Fling amd
Gregerson. 19861 «taned with Cowmnieste brittiant blue, The
woancentration ol dhe parilicd recombinant proleins wits deter-
mined wsing cabeulated ahxorpaon coeticients w280 nm (Gill
amid von Hippel 1089y of :.: mimg cm ! dar the Nogo-A
(ragnents and of 1.8 mlwg o ! Toe the IN- 1 Fy, laginents,
respecty

Filter sundwich cofony sorecring asvay

Thin assay was cwmed out bised on published procedares
kerva er al. 19910 Sehlchuber er wf.. 2XNHY. Transformed
oft MR cells harbounag the pASK 106 vector encoding
faygments fused with the ABIY (ser abose) were plared
on o hvdiophilic membome (GVWP 022 g Millipore.
Bediord, MA), placed on o Petn dish wul: LB/Amp apar,
such that approximiately 3(8) eolomes were oldained, and
incabated al 37°C o 5 % L b dhe meantie o hydrephobic
melthrane Clnonobilon -2 45 um: Milliponey was coated
with 10 medinl human serume albunian (FISA; Sigma,
Depsenhafen, CGerpueyy @ PRE i 4 bowd blocked with 3%

Loaovme b d msanovorbeat axiay (RLISAY
LS A was

Fluicnms ay, i
b

ed ol g OG-well nnicestitie plate tHecten
Shers, Geiniany) ab ambient wemperatiee will
e wiosieps of | B anless othens ise stated Three washing
srepe vk RS sweere ysed afler cach enenbation, and residual
beqund » o romaved thoroughly. The wells were coed lor 405
with 3 pEar a seduuon af NI-1re2 at concentiations between 1860
and 2060 pedmi i PRS hntier and then Blocked with 200 ul
vl 300w e BSACTLS S rvfey Tween-2thin PBS. Atter washang.
Atk pl ot he pariied recombimmt Py Tagment was applicd as
d dise sepes n PISIT. The wells woere thee incobaied with
Sbopl ol wu-human C, antibaldy conjugated wth alkaline
rhusy IStz dilied FIDOD 0 PBSZE. Signals weie
fimalh devedoped an the presence of penutrophenyd phasphale
Vems umd Skerra, 1997 Hezymatic activits wis measured m
T s the clange o absorbance 2t HIS wndmin with g
SpectuMAN 250 isvument {Molecular Devices. Sunoyvale.
GG The dats were cosrected Tor backpiound vilues delee-
mined in well- teld were merely vonted with BSA znd ued
by non hieear Jeast squares regression as deserihed (Viss and
Sherta, 1997,

Real snie virfoce plusstun resenonees FSPR) oncsirenwnts
Alodecular mleracuinn analysis was performied exing o Bracoe-
WE auatemy equipped wilh the NTA-sensor chip {Biacor:
AR Lppsala, Sweden). PRE containing 0.0055% {vh) surtacting
P2 won used as continvoui tlow buffor as well s Tor dilarion
of prasens Anadysie was perforued at 25°C using a low rate
ol 35 planm, For cach anessuronent the derivanized chip
sitrface was chiarged with 7)) ul of 0.5 M NiSQ,. followed
Py inpnalubeation ol syt Higrtag irone v The (wo

Neweite agletoad) auy

Nueurire priva il medulaung peopertics ot the dilterear 1,
Tragmerds wen tesied oo dewell plaste distues (Gremer.
Nitrthreen,  Goernuny 1ocoated volli recombimant Nogo-AL
Brieflv, tesl wells were coared ter 200 mun wieh 0 pedind
?.:.;.JJ:._ washed with Hank's batunced  sale solunnn
CHBSS, Fife Teclmolopics, Basel, Switzesbund p and codted for
ARH :._:. 15 or alw Tat Mneoe A fennre
ealraoetbular donen rebolbed from bucterial inchgsam K
TOetle e wf manuseripiin prepatstron s, Kecombinant Mogu-
A was cantied i rhe wells sers g (og control. Afrer aspication.
the wels ware washed with Dulbecco™s mandiwed  Bagle's

siedinm : e Technologiosy contanng 1U% vy Fetal calf

SETUI ¢ Technulogies) and blng r? e sadiie medinm
tor 260 et at 37 (L
Cerebellar cell cultures were prepared [rom rat on poat-

mital day 78, Cells were dissociated by combmed tiaraion
and try peinizaiion and parified o Percoll gradients as described
(Hugten. 1985 The cerehellir granule cells were plated m
clemically dehined aeurobiasal mediom supplenented  with
B27 und 0.2 mM glutamine. 100 Wi penicitlin, and 4.1 ma/
mi steplomyan :LF Technologicst. To assess t
tion of inhikatory acitivigy, substmue-coated welts weee first
incubated wath B00 uefml of the dilTerent recosbinant Fy
trapments dialy sed I NaClE, (037 i NaClL 207 M
KCE 135 mM K1 _VC,. 8 EZ Na, HPOL, pH 700 1or 200 mm
at 377C. The wells were then washed brelty wah HBSS and
celk were applied in the presence of (lie F oy, fragments.
Anava were stopped alter 24 0o volure by ey

ILT&;J%: Teied with NallT. ot assaving the
tary substrate propertzes, the proportion o lolad ¢

the _.Fn_u.ur::f profemextraet viz the Strep-ae bused .

—theirCoTeniim enploying sueptavidin afhaity cluonista-
graphy (Shermn amd Schaudt, 20000 whoaehy elution wax
cliected undder mild condiions m the presence ot D-desthicb
olin. Atter diglysis agamst a chuomtogiaphy batfer (58 ikt
NMal'e pH 7.5 130 mM NuCL LisM EDTA) and 1he coneentes-
Livn of the clunte (Vivaspin 15 MWCO W0 KDa. Greiner.
Frickephausen, Germany'l, further pusificaton was achicvel
by oot loation on a Superdea™ 20 prep greade column
Fhannacia, Uppaaln, Swoden) uxing Phynamas ™0 81 3
HPLC cquipment (Ruinin, Wohum, MAL NI-Frl was
purilecd by means of the Hisydag wiv imimobihzed okels)
gy cheomnogrphy (MACY (Skerit. (Y95 using 30
mM Nal phE 750 M Nall as ahe chromamziaphy bafle
ad a0 linear clution gradient trom O o 75 mdM imidarole HO
wihe same bufler The speciticaity eluled proten raction was
then subjected 1o streplavidin affinity chronmuagraphy as above

The cecomlunant IN-1 F Tragments vere puntied cuber by
IMAC vig the His-fup fused 10 the Cdeipunu. of i
heavy chain (Fiedler and Shemra, 2011a) on when using
PASKLDT (see above ), via sreptavidin aftiey choomatngeephy
tSchlapschy and Skera, Y01 IMAC was also parlormed
umkler FPLC conditons using o POROS MO colunm
.36 <11 o PerSepove Brosy stems, Wiesbaden, Geimany
chirged with 7077 wns aund Dyvoanay ™ S50 1PLC
vquipment (Rainan sperating @ o flow rate of 2.0 sl A
125 mi aliguol of penplasmic exuact ivom a X1« ol calture
didvaed aganst 300 NP, Pl TS A0 oM Bt was
apphied 1a the colama and, alter washiong waht @
elutnm was effedtad by
A A imvidagole UL pl
st

Iy wbe buticr,
moof o heear geadwm

SUSHHuN NaP, SO0 AT Betane

yars butter This nwthod enakiled 1 3 robd quicker

ARSI RTITRUT Gavnany ), (k39 (/v Tween-20
in PBS. The membrane was washed twage with PRS, soaked
LI Amp contuning 20 pehal ateo und placed on an LB/
Amp agar plate supplenented with 200 ugfmd aTe. The tira
menthrane, carrsing liny cologies o the tansformed cebls,
wis then placed onta the sceond (liydrophobicy membrane.
The Hilter ~andwach was iscubated Tor 16 b ot 23°C. During
thas penad the malated 1N Ty, imgoeals wore seercted--
and patttally redeased Junn the colonies by Jeabage hone the
bacwrnal peoplasm and fieadly inunobilized on the lower
memibrane vin complex lormation hetwees HNA and ABD.
The Drwr nwemibrane wdh e S0l vable colomes was
iransferred koo fresh LBAAmp agae plate and ssored o
L The secmmd membrane was washed three tines in PRS
wontamng 1o e Heeen- 20 PESTTY and the immobilized
Fap tragmznt- . cucl oy aspet vortespeadingg 1o Die position of
the oagmad colony, were probed Tor antigen bimliog, To s
end reomndniaant Nogo- A tragment was labeted acoomelarcicio
ol v with digoagenin: 3 () methyvlcarbonyt £-wninocapreic
acud - A bvdioxy sngommle lcr {Roche  Dhagaostis
Manoheint Cermany ¥ and applied o the membnmine dwe 1 h w
1concentrabiun ab W oo 510 padml i PBSST After washing
thre thines with PESIT the moembrane v meabated o { k
with 44 75 Tl antiadigosigemn 17 lnagment conpugated with
athaline phosphatse (Roche Diagnostica n L6 ml of PBSST
I'he membrane was tinally washed twice with PBS/T amd
witlt PBS ind abe strnals wene developed uany sexndard
te substrates as descritad {Sehlehuber ef wf., HRI0L
spending ospnals wille an ity aboe
vooreTad fiom the tive wembrane,
i lyses ol thear recombuont gene

St Iy

tlu
Colinis 4o
uretae wete wdemtitned

I proprassatest tor furtb
pemds,

DR

L 14T "6t 2unf uosand Ag Ao mno.rm_p;o spad - duy woy paprojumeq

flow channels Iy applying 70 pi of a SO pg/m) selution of 1he
poritied recombinant protein, Then. the F o, fmginent sproduced
by atewns of the vecwr pASK 07 und purthied sia (he Staep-
tag e was myectad w o defined concentration (hetween 0L25
and &% My tor 21 followed by buffer Qow v 4 mun,
The <hip surtace wos regenented wsing 70 pb of 035 M
FIYTAL pH 841 in Aow buffer paor to the nest measuremnenl,
Faclr rne-dependent indig sotherm af the Fy, frapiment
wan cpeddisl for the backgeownd signy Wowus delected
tr the fhow chasel without NEFed usg Blacvaiuatiun
seltwere 1 Verswm B0 Resenance winit values for the homml
Fo drmpment ot cquiliviune Tor cach applicd concenteztion
were then deduced and tited (Voss and Shereas 19971 by nun-
lincar least squares 1egression vang an equation ol the e
v WAL IR ]

Treunade o hemesory

Clrvoseetions 4112 unn of o brain (Rutioy eormegivisy see
1ved tor 1 nnme using ice el ethanal. Thie Tollowing incuba

trewn sbeps were then each perfonned for | h at roam temipesture
s w henid chamher usiag PBS. Unless otherwise staled
shdes vere washed ter 5 o with PRS. After hlecking with
e fw vy BEA, the By trapmea (pooduced using the pASKEY
vevtur Iype and pardicd via the Hisg tagt wias appliced at
concenrration ol TO pefml Adter three washing steps, bouad
Fo ragient wax detected with an asti-human ﬁ antibody
alkabwe phosphatise conugzae (Sigma. diured T HEL The
sectins were then washed thiee iimes witn ‘_:v 25 il
Fos BCL B 740 135 mM MaCE 3 st KOD sl stasming
wes peclonmed oste e Red kit dRechic Puagnoste-s
e toneroseepie shdes were photographed onoan oaophod
ancroseope ek e, Jena, Geemanyy usine 200 Lald magnr
T alron,

¥}

beaning newrites fonger than the diamerer of the ecll body
tindicazing that mawdte ougrowtl was Swecesslully initiaed
was determinal. Lndee contral comlilions. e the absene
ol recomibinunt Nogo-A 70 al e verebellar granule
peurons tomed provesses Quaniihiestion ol acurile fengihs
was pertormied on culires mionitored with o Jess Axiophot
nicroncope. Phuse contist pictres were acguited wih a 17
bit igdad GO caniern (Visieam Visitean Germany) and
analysed wsiog Blewamaph r:“.c.r e iluversal kn
m:_ﬁ::::___ West Chester PAL For cach well. the _2.:(;_
neutites of a7 least LEkE s ._rL neuris wete nwisured and
averaged. Three wells werg investsgated o cach cxperimental
cund

Results

. 1 :
PSR W]

RBucterial woatheses of o sofulic
Although the precise transmembraie topolory of the Nogo A
projett has yer 10 he expenmentadly delermuned, s pan
suugtire-- us Jeduced from the ONA seyuence (Chea oo
20000 peveals several chovivtersta festures rame 1),
ral dutb-kengdy protein comprises 1563 amino acids,
Notcrmuanal region does sol reveid i secieory signal sequenc
a8 wanhd be evpected for a normal cluss T inembrane prawin
fvont Heine gl Gavel, 1983 Instead 11 o loghly neganvely
charged fn panncuisr the anuoe sod soech from posaons
3R S s ettty ol W cxoepion ob g anele P
conpes ool Gl ikt Aap resishae The Gyaie soglenes
lov cri g P vy el afew exbng

ato 8o aad G _.‘ rasdoes wln reacbes i posdion 6o
e vty up s 1w LTSV B ! 1 bLoddosy el
aovery sl oeson 2ol vieele ef ! manusenipt an

wod by oo
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