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Re: PL.-ABBOTT LABORATORIES Y ABBOTT GMBH & CO., KG.-Solicitud de
Patente de Invencién en Fase Nacional PCT para “ANTICUERPOS ANTI-

GLOBULOMERO AB, PORCIONES DE UNION A ANTiGENO DE ESTOS,

HIBRIDOMAS _ CORRESPONDIENTES, AcCIDOS NUCLEICOS,
VECTORES, CELULAS HUESPED, METODOS PARA PRODUCIR
DICHOS ANTICUERPOS, COMPOSICIONES QUE__COMPRENDEN

DICHOS ANTICUERPOS, USOS DE DICHOS ANTICUERPOS Y

METODOS PARA USAR DICHOS ANTICUERPOS"”.-Clase CO7K 16/18;

A61K 38/04. -Expediente nimero 08-055.471.-

1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacion en lista de 8

de Junio de 2012 y a mi memorial solicitando plazo de Septiembre 5 de 2012.

2. Con el fin de responder las objeciones expuestas por el Sefor Examinador en su
Concepto Técnico correspondiente al Oficio No. 10016, en relacion con la
reclamacién de materia Exceptuada de Patentabilidad, la presencia de
Reivindicaciones Relativas a Usos, la Claridad del capitulo reivindicatorio, la Unidad
de Invencién, la Novedad y el Nivel Inventivo de la presente solicitud, me permito
dirigir su atencién a las siguientes modificaciones y argumentos técnicos por medio
de los cuales no sélo se superan completamente dichas objeciones sino que ademds

se establece de manera incontrovertible la patentabilidad de la solicitud en estudio.

3. CAPiTULO REIVINDICATORIO.

Con respecto al capitulo reivindicatorio actualmente presentado, el Sefior
Examinador sefiala que este no seria claro dado que los anticuerpos alli reclamados
no estarian apropiadamente definidos.

Tomando en consideracion estas objeciones me permito manifestar que es
deseo del solicitante modificar capitulo reivindicatorio actualmente
presentado, de manera que este se refiera de forma clara y concisa a realizaciones

preferidas de la invencién en concordancia con las revelaciones de la descripcién de
la solicitud,
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En conexién con el mencionado capitulo reivindicatorio modificado me permito
resaltar que este no se constituye de ninguna manera en una ampliacién al alcance
de la invencion, tal como fue originalmente presentada, toda vez que este se refiere
a anticuerpos preferidos de la invencidn de acuerdo con las ensefianzas de la

descripcion, tal como se expone a continuacion:

Se ha definido mas claramente el anticuerpo de la reivindicacion 1 indicando
que es monoclonal, se ha especificado la afinidad en la reivindicacién 2, se han
eliminado las reivindicaciones 57 a 58, y 107 a 116 y las demds se han renumerado
y sus dependencias se han ajustado a la nueva numeracion.

De esta forma, el nuevo capitulo reivindicatorio estd constituido por 104
reivindicaciones que se refieren de manera clara y concisa a los anticuerpos
preferidos de la presente solicitud.

En conexidon con lo anterior me permito sefialar que el mencionado nuevo
capitulo reivindicatorio se enmarca completamente dentro de lo preceptuado en el
Articulo 30 de la Decision Andina 486 de 2000.

4. EXCEPCION A LA PATENTABILIDAD.

De otra parte, el Sefior Examinador indica que las reivindicaciones 112, 113,
115 y 116 actualmente presentadas no son patentables dado que refieren a métodos
de tratamiento.

Sobre este particular me permito sefialar que, como se expuso en el numeral
anterior del presente memorial, en virtud de las modificaciones realizadas al capitulo
reivindicatorio las mencionadas reivindicaciones 112, 113, 115 y 116 han sido

eliminadas de la reclamacion.
5. REIVINDICACIONES RELATIVAS A USOS.

De manera similar, el Sefior Examinador objeta las reivindicaciones 107 a 111
actualmente presentadas, toda vez que estas se refieren a usos de los anticuerpos de

la invencidn.

En este sentido, me permito resaltar que las sefaladas reivindicaciones 107 a
111 fueron eliminadas y no hace parte del capitulo reivindicatorio modificado

adjunto al presente memorial.
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6. UNIDAD DE INVENCION.

De otra parte, el Sefior Examinador sefiala que la solicitud en estudio careceria
de nivel inventivo, dado que segun su opinién esta se refiere al menos a doce grupos
inventivos segun sean las caracteristicas de los anticuerpos alli revelados.

A este respecto me permito resaltar que el capitulo reivindicatorio modificado
anexo al presente memorial se refiere a anticuerpos que estadn cobijados por el

mismo concepto inventivo.

Consecuentemente, el mencionado nuevo capitulo reivindicatorio se ajusta a las
exigencias del Articulo 25 de la Decision Andina 486 de 2000.

7. NOVEDAD.

De otra parte, el Sefior Examinador asegura que los anticuerpos de la solicitud
en estudio serian anticipados por las ensefianzas de los documentos
W02004067561 (D1) y JOURNAL OF NEUROCHEMISTRY Vol. 95, 2005, pages
834- 847 "Globular Amyloid B-peptide 1-42 oligomer- a Homogenous and

Stable Neuropathological Protein in Alzheimer s disease” (D2).

A este respecto el Sefior Examinador indica que todas las caracteristicas
esenciales de los anticuerpos reclamados en las reivindicaciones 57 a 60 de la

invencidn estarian reveladas dentro de los citados documentos D1 y D3.

Sobre este particular me permito sefialar que si bien los documentos citados por
el Sefior Examinador revelan anticuerpos anti AB ningund de dichos documentos
revela moléculas que comprendan exactamente las mismas caracteristicas
de aquellas que son objeto de reclamacién por parte de la presente
invencion.

Asi, los documentos del arte previo revelan anticuerpos globulémero-
especificoé, es decir anticuerpos que se unen selectivamente y con alta afinidad a
AB-globulémeros (como globulémero AB(1-42)) y globulémeros basados en formas
truncadas AB (como globulémeros AB(20-42)) comparados a otras formas AP no
globulomeéricas como APP, formas AB monoméricas, protofibrilas, fibrilas y placas. De
esta forma D1 describe anticuerpos policlonales antisuero que reaccionan tanto con
globulémero AB(1-42) como con globuldmero AB(20-42).

En contraste, la presente invencidn revela anticuerpos reactivos con
globuldmero AB(20-42) que son capaces de discriminar no sélo formas no

globuloméricas de péptidos AB, como monémeros, fibrilas y APP, sino _también
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globuldémeros AB que comprenden la secuencia N-terminal 1.19 del péptido AB (es
decir globuldmero AB(1-42)). En particular la presente invencién se refiere a
anticuerpos monoclonales que tienen este perfil de unidn especifico.

Por lo tanto, es evidente que los documentos D1 y D2 no anticipan todas las
caracteristicas técnicas esenciales de la materia que es reclamada por dicho capitulo

reivindicatorio modificado y por lo tanto, este capitulo es completamente novedoso
frente al estado del arte mas proximo.

8. NIVEL INVENTIVO.

Finalmente, el Sefior Examinador considera que la presente solicitud careceria
de altura inventiva con respecto a las enseflanzas de los documentos
W02004067561 (D1) y JOURNAL OF NEUROCHEMISTRY Vol. 95, 2005, pages
834- 847 “Globular Amyloid B-peptide 1-42 oligomer- a Homogenous and
Stable Neuropathological Protein in Alzheimer’s disease” (D2).

En conexién con lo anterior el Sefior Examinador sefiala que para la persona
versada en la materia seria evidente tomar la afinidad del anticuerpo revelado en D2
y combinarla con la estructura revelada en D1 para obtener los anticuerpos

reclamados por la presente invencion.

Sobre este particular me permito sefialar ninguno de los documentos citados
puede conducir de manera evidente a la materia reclamada por la presente solicitud,
tal como se mostrara a continuacion.

En primer lugar, me permito resaltar que el documento D1 no sugiere un
anticuerpo monoclonal que se una a los globulémeros AB (20-42) con mayor afinidad
que a los globulémeros AB (1-42) como los que son objeto de la presente solicitud,
sino que dicho documento muestra anticuerpos que se unen con la misma afinidad a

ambos globulémeros.

En este sentido me permito resaltar que para la persona versada en la materia
resultaria evidente que los globuldmeros AB, los mondémeros AP y las fibrillas AB
tienen caracteristicas fisicas distintas, en particular en su conformacién espacial, tal
como lo sefialan por ejemplo Liping, Yu, et al, Biochemistry, 2009.

De esta forma, se cree que AP se vuelve tdéxico debido a un cambio
conformacional que desencadena una subsecuente formacién de oligémeros AB
desenrollados.
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En este sentido me permito sefialar que de manera ventajosa los anticuerpos
monoclonales de la invencién se unen a todas las especies oligoméricas AB in vivo,
pero no se une toda la cadena de globulémeros AB in vitro. En este sentido me
permito sefialar que esta discriminacion de formas AB no globuloméricas como
monémeros Y fibrilas, es superior en los anticuerpos m_onoclonales de la invencién,
comparados con aquellos del arte previo, tal como lo muestra la figura 7 de la
descripcion de la presente solicitud.

Asi mismo, me permito sefialar que la persona versada en la materia no
consideraria anticuerpos monoclonales con el perfil de unién como se muestra en la
reivindicacion 1 tratando de resolver el problema planteado por la solicitud, toda vez
que no tendria ninguna expectativa razonable de éxito en obtener anticuerpos
monoclonales que se dirijan eficientemente a especies AB oligoméricas in vivo y de
esta forma puedan ser usada en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer {(como
se comprobé por el aumento en el desempefio cognitivo en ratones APP/1). '

Consecuentemente, partiendo de las ensefianzas de D1 o D2 la persona versada
en la materia no habria obtenido de manera evidente la presente solicitud, y mucho
menos a los anticuerpos monoclonales sorprendente e inesperadamente efectivos,
por lo que es claro que dicha solicitud conlleva Nivel Inventivo frente al estado del
arte mas préximo.

9. CONCLUSION.

Para finalizar me permito resaltar gracias a las modificaciones realizadas al
capitulo reivindicatorio presentadas junto con este memorial, la reclamacion de los
anticuerpos preferidos de la invencion es totalmente clara y concisa, sin hacer
referencia a usos o a métodos de tratamiento, reclamando materia que comparte el
mismo concepto inventivo, y por lo tanto cumpliendo asi con lo exigido por la
Decision Andina 486 de 2000.

Por otro lado, en virtud de los argumentos discutidos con respecto a los
documentos citados, se establecidé de manera incontrovertible que los anticuerpos
que son objeto de la solicitud en estudio no estén revelados en el arte previo y que la
persona versada en la materia no podria obtener de manera evidente dichos
anticuerpos a partir de las ensefianzas de estos documentos.

10. Anexo me permito presentar:

(i) Copia de las paginas 240 a 256 que corresponde al capitulo
reivindicatorio modificado, tal como se discutid en el presente memorial,
constituido por 104 reivindicaciones; y

(i) Copia del documento Liping, Yu, et al, Biochemistry, 2009, referenciado
en el texto.
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11. En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la
solicitud a la luz de los argumentos y modificaciones presentados y conceder el
privilegio de patente solicitado.

Sefior Superintendente,

I\A%OLW

REDA RICAURTE
T. P. 53.215

Direccidn para Notificaciones: notificacionespatentes@Iloredacamacho.com
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REIVINDICACIONES: Q. 08-075. 4~

1. Anticuerpo monoclonal que tiene una afinidad de unién por un globulémero
AB(20-42) que es al menos 10 veces mayor que la afinidad de union del
anticuerpo por un globulémero AB(1-42).

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde la afinidad de unién del anticuerpo
por el globuldémero AB(20-42) es al menos 50 veces mayor que la afinidad de
unioén del anticuerpo por el globuldmero AB(1-42).

3. El anticuerpo de la reivindicacién 1 6 2, donde la afinidad de union del
anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 100 veces mayor que
la afinidad de union del anticuerpo por el globulémero AB(1-42).

4. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la afinidad de
union del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 1000 veces
mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por el globulémero AB(1.-42).

5. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la afinidad de
union del anticuerpo por el globuldomero AB(20-42) es al menos 10000 veces
mayor que la afinidad de union del anticuerpo por el globulémero AB(1-42).

6. Elanticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la afinidad de
union del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 100000 veces
mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por el globulémero AB(1-42).

7. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el anticuerpo
se une al globulémero AB(20-42) con una Kp en el rango de entre 1x10° My
1x10™2 M.

8. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 é 7, donde el anticuerpo
se une al globulémero AB(20-42) con una Kp de 1x10”7 M o con una afinidad
mayor.

9. Elanticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el anticuerpo
se une al globulémero AB(20-42) con una Kp de 1x10® M o con una afinidad
mayor.

10. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el anticuerpo
se une al globulémero AB(20-42) con una Kp de 1x10"° M o con una afinidad

mayor.
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E! anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde él
anticuerpo se une al globulémero AB(20-42) con una Kp de 1x10™"® M o con
una afinidad mayor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindiéaciones 1 a 11, donde el
anticuerpo se une al globulémero AB(20-42) con una Kp de 1x10™"" M o con
una afinidad mayor.

El anticuérpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde la afinidad
de union del anticuerpo por el globuldbmero AB(20-42) es mayor que la
afinidad de uni6n del anticuerpo por un globulémero AB(12-42).

El anticuerpo de la reivindicacién 13, donde la afinidad de unién del
anticuerpo por el globuldomero AB(20-42) es al menos 10 veces mayor que la
afinidad de unién del anticuerpo por el globuldmero AB(12-42).

El anticuerpo de la reivindicacion 13 6 14, donde la afinidad de union del
anticuerpo por el globuldmero AB(20-42) es al menos 100 veces mayor que
la afinidad de unién del anticuerpo por el globuldmero AB(12-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 1000
veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por el globulébmero
AB(12-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, donde la afinidad
de union del anticuerpo por el globuldmero AB(20-42) es al menos 10000
veces mayor que la afinidad dé union del anticuerpo por el globuldémero
AB(12-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, donde la afinidad
de unidn del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 100000
veces mayor que la afinidad de uniéon del anticuerpo por el globulémero
AB(12-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, donde el
anticuerpo se une al globulomero AB(20-42) con una Kp en el rango de entre
1x10% M y 1x10™"2 M, y se une al globulémero AB(1-42) con una Kp de 10"
M o con una afinidad menor, donde la afinidad de union por el globuldmero

AB(20-42) es mayor que la afinidad de unién por el globulémero ABR(1-42).
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El anticuerpo de la reivindicacién 19, donde el anticuerpo se une al
globulémero AB(12-42) con una Kp de 10" M o con una afinidad menor,
donde la afinidad de unién por el globuldmero AB(20-42) es mayor que la
afinidad de unién por el globuldmero AB(12-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 10 veces
mayor que por un monomero ABR(1-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globul()mero AB(20-42) es al meno.s 100 veces
mayor que por el monomero AB(1-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 1000
veces mayor que por el monémero A3(1-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, donde la afinidad
de union del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 10000
veces mayor que por el mondémero AB(1-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 100000
veces mayor que por el monémero AB(1-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicacio.nes 1 a 25, donde el
anticuerpo se une al monémero AB(1-42) con una KD de 1x10® M o con una
afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, donde el
anticuerpo se une al monémero AB(1-42) con una Kp de 1x107 M o con una
afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, donde el

anticuerpo se une al monémero AB(1-42) con una Kp de 1x10® M o con una

.afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, donde el
anticuerpo se une al monémero AB(1-42) con una Kp de 1x10° M o con una

afinidad menor.
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El anticuerpo de cualquiera de las refvindicaciones 1a 29, donde la afinidad
de union del anticuerpo por el globulémero ABR(20-42) es al menos 10 veces
mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por un monémero AB(1-40).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 30, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 100 veces
mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por el mondmero AB(1-40).

E! anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31, donde la afinidad
de union del anticuerpo por el globuldémero AB(20-42) es al menos 1000
veces mayor que la afinidad de union del anticuerpo por el mondmero AB(1-
40).

El anticgerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globuldmero AB(20-42) es al menos 10000
veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por el monémero AB(1-
40).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 33, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globuldmero AB(20-42) es al menos 100000
veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por el monémero AB(1-
40). |

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34, donde el
anticuerpo se une al monémero AB(1-40) con una Kp de 1x10® M o con una
afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35, donde el
anticuérpo se une al monémero AB(1-40) con una Kp de 1x107 M o con una
afinidad menor. |

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, donde el
anticuerpo se une al monémero AB(1-40) con una Kp de. 1%x10°® M o con una
afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 37, donde el
anticuérpo se une al mondmero AB(1-40) con una Kp de 1%x10° M o con una

afinidad menor.



39.

40.

41,

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

244

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 38, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globuldmero AB(20-42) es al menos 10 veces
mayor que la afinidad de union del anticuerpo por las fibrillas AB(1-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 39, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globuldémero AB(20-42) es al menos 100 veces
mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por las fibrillas AB(1-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globuldémero AB(20-42) es al menos 1000
veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por las fibrillas AB(1-42).
El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41, donde la afinidad
de union del anticuerpo por el globuidmero ABR(20-42) es al menos 10000
veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por las fibrillas AB(1-42).
El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 42, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 100000
veces mayor que la afinidad de union del anticuerpo por las fibrillas ABR(1-42).
El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AB(1-42) con una Kp de 1x10® M o con una
afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 44, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AB(1-42) con una Kp de 1x107 M o con una
afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 45, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AB(1-42) con una Kp de 1x10® M o con una
afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 46, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AB(1-42) con una Kp de 1x10° M o con una
afinidad menor. |

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 47, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globuldbmero AB(20-42) es al menos 10 veces

mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por las fibrillas AB(1-40).
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El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 48, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globuldémero AB(20-42) es al menos 100 veces
mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por las fibrillas AR(1-40).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 49, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globulomero AB(20-42) es al menos 1000
veces mayor que la afinidad de union del anticuerpo por las fibrillas AR(1-40).
El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 50, donde la afinidad
de union del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 10000
veces mayor que la afinidad de union del anticuerpo por las fibrillas AB(1-40).
E! anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globuldmero AB(20-42) es al menos 100000
veces méyor que la afinidad de unién del anticuerpo por las fibrillas AB(1-40).
El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 52, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AB(1-40) con una Kp de 1x10® M o con una
afinidad menor.

El antiéuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 53, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AB(1-40) con una Kp de 1x1 07 M o con una
afinidad menor.

El antiguerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 54, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AB(1-40) con una Kp de 1x10® M o con una
afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 55, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AB(1-40) con una Kp de 1x10° M o con una
afinidad menor.

El antfcuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56, donde el
anticuerpo es un anticuerpo recombinante.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 58, donde el
anticuerpo es humano o estd humanizado.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 58, donde dicho
anticuerpo se une al mismo epitope que un anticuerpo monoclonal
seleccionado del grupo que consiste en el anticuerpo monoclonal 5F7, que se

obtiene de un hibridoma al que se le asignd el nimero de depodsito de la



60.

246

Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7241, el anticuerpb
monoclonal 10F11, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el
numero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7239, el anticuerpo monoclonal 7C8, que se obtiene de un hibridoma al que
se le asignd el numero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7240, el anticuerpo monoclonal 4B7, que se obtiene de un
hibridoma al que se le asigné el numero de depdsito de la Coleccion
Americana de Tipos de Cultivo PTA-7242, el anticuerpo monoclonal 2F2, que
se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el nimero de depdsito de la
Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7408, el anticuerpo
monoclonal 6A2, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el
numero de depodsito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-

7409, el anticuerpo monoclonal 4D10, que se obtiene de un hibridoma al que

- se le asignd el numero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de

Cultivo PTA-7405, el anticuerpo monoclonal 7E5, que se obtiene de un

~ hibridoma al que se le asigné el numero de depésito de la Coleccion

Americana de Tipos de Cultivo PTA-7809, el anticuerpo monoclonal 10C1,
que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el numero de depdsito de

la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7810, y el anticuerpo

' monoclonal 3B10, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el

~numero de depdsito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-

7851.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 59, donde el
- anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada

CDRS3 y/o la secuencia de aminoacidos de la cadena liviana CDR3 de un

anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo que consiste en el anticuerpo

‘monoclonal 5F7, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigno el

“numero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-

7241, el anticuerpo monoclonal 10F11, que se obtiene de un hibridoma al

que se le asigné el niumero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos

de Cultivo PTA-7239, el anticuerpo monocional 7C6, que se obtiene de un

hibridoma al que se le asigné el nimero de depédsito de la Coleccion
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Americana de Tipos de Cultivo PTA-7240, el anticuerpo monoclonal 4B7, que
se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el nimero de depdsito de la
Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7242; el anticuerpo
monoclonal 2F2, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el
nUrﬁero de depésito de la Coleccidn Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7408, el anticuerpo monoclonal 6A2, que se obtiene de un hibridoma al que
se le asignd el numero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7409, el anticuerpo monoclonal 4D10, que se obtiene de un
hibridoma al que se le asigné el numero de depésito de la Coleccion
Americana de Tipos de Cultivo PTA-7405, el anticuerpo monoclonal 7E5, que
se obtiene de un hibridoma al que se le asignd el nimero de depdésito de la
Colecciébn Americana de Tipos de Cultivo PTA-7809, el anticuerpo
monoclonal 10C1, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el
numero de depdsito de la Colecbién Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7810, y el anticuerpo monoclonal 3B10, que se obtiene de un hibridoma al
que se le asignd el niumero de deposito de la Coleccidn Americana de Tipos
de Cultivo PTA-7851.

El anticuerpo de la reivindicacion 60, donde el anticuerpo comprende la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada CDR2 y/o la secuencia de
aminoacidos de la cadena liviana CDR2 de un anticuerpo monoclonal
seleccionado del grupo que consiste en el anticuerpo monoclonal 5F7, que se
obtiene de un hibridoma al que se le asigné el nimero de depdsito de la
Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7241, el anticuerpo
monoclonal 10F11, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el
nuamero de depésito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7239, el anticuerpo monoclonal 7C6, que se obtiene de un hibridoma al que
se le asignd el numero de depésito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7240, el anticuerpo monoclonal 4B7, que se obtiene de un
hibridoma al que se le asigné el numero de depédsito de la Coleccién
Americana de Tipos de Cultivo PTA-7242, el anticuerpo monoclonal 2F2, que
se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el nimero de depdsito de la

Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-7408, el anticuerpo
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monoclonal 6A2, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigno el
numero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7409, el anticuerpo monoclonal 4D10, que se obtiene de un hibridoma al que
se le asigné el numero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7405, el anticuerpo monoclonal 7E5, que se obtiene de un
hibridoma al que se le asigné el numero de depésito de la Coleccion
Americana de Tipos de Cuiltivo PTA-7809, el anticuerpo monoclonal 10C1,

que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el nimero de deposito dé

la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7810, y el anticuerpo

monoclonal 3B10, que se obtiene de un hibridoma al que se le asignod el
numero de depésito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7851. |

El anticuerpo de la reivindicacion 60 6 61, donde el anticuerpo comprende la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada CDR1 y/o la secuencia de
aminoacidos de la cadena liviana CDR1 de un anticuerpo monoclonal
seleccionado del grupo que consiste en el anticuerpo monoclonal 5F7, que se
obtiene de un hibridoma al que se le asigné el numero de depdsito de la
Coleccidon Americana de Tipos de Cultivo PTA-7241, el anticuerpo
monoclonal 10F11, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el
numero de depodsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7239, el anticuerpo monoclonal 7C6, que se obtiene de un hibridoma al que
se le asignd el numero de deposito de la Coleccién Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7240, el anticuerpo monoclonal 4B7, que se obtiene de un
hibridoma al que se le asignd el nimero de depdsito de la Coleccion
Americana de Tipos de Cultivo PTA-7242, el anticuerpo monoclonal 2F2, que
se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el nimero de depdsito de la
Colecciéon Americana de Tipos de Cultivo PTA-7408, el anticuerpo
monoclonal 6A2, que se obtiene de un hibridoma al que se le asignd el
nimero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7409, el anticuerpo monoclonal 4D10, que se obtiene de un hibridoma al que
se le asigné el nimero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de

Cultivo PTA-7405, el anticuerpo monoclonal 7E5, que se obtiene de un

2
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hibridoma al que se le asign6 el numero de depdsito de la Coleccion
Americana de Tipos de Cultivo PTA-7809, el anticuerpo monoclonal 10C1,
que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el numero de depésito de
la- Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7810, y el anticuerpo
monoclonal 3B10, que se obtiene de un hibridoma al que se le asignd el
numero de depodsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7851.

Ei anticuerpo de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo comprende al menos
una CDR que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en los residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 3,
los residuos de aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 3, los residuos de
aminoacidos 99-109 de SEQ ID N° 3, los residuos de aminoacidos 24-39 de
SEQ ID N° 4, los residuos de aminoacidos 55-61 de SEQ ID N° 4, los
residuos de aminoacidos 94-102 de SEQ ID N° 4, los residuos de
aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 7, los residuos de aminoacidos 50-66 de
SEQ ID N° 7, los residuos de aminoacidos 97-109 de SEQ ID N° 7, los
residuos de aminoacidos 24-39 de SEQ ID N° 8, los residuos de aminoacidos
55-61 de SEQ ID N° 8, los residuos de aminoacidos 94-102 de SEQ ID N° 8,
Iés residuos de aminodacidos 31-35 de SEQ ID N° 11, los residuos de
aminoacidos 50-65 de SEQ ID N° 11, los residuos de aminoacidos 98-107 de
SEQ ID N° 11, los residuos de aminoacidos 24-39 de SEQ ID N° 12, los
residuos de aminoacidos 55-61 de SEQ ID N° 12, los residuos de
aminoacidos 94-102 de SEQ ID N° 12, los residuos de amino&cidos 31-35 de
SEQ ID N° 15, los residuos de aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 15, los
residuos de aminoacidos 99-107 de SEQ ID N° 15, los residuos de
aminoacidos 24-40 de SEQ ID N° 16, los residuos de aminoacidos 56-62 de
SEQ ID N° 16, los residuos de aminoacidos 95-103 de SEQ ID N° 16, los
fesiduos de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 19, los residuos de
gminoécidos 50-66 de SEQ ID N° 19, los residuos de aminoa’éidos 99-109 de
SEQ ID N° 19, los residuos de aminoacidos 24-39 de SEQ ID N° 20, los
residuos de aminoacidos 55-61 de SEQ ID N° 20, los residuos de

aminoacidos 94-102 de SEQ ID N° 20, los residuos de aminoacidos 31-35 de

3



64.

65.

250

SEQ ID N° 23, los residuos de aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 23, los
residuos de aminoacidos 99-109 de SEQ ID N° 23, los residuos de
aminoécidos 24-39 de SEQ ID N° 24, los residuos de aminoacidos 55-61 de
SEQ ID N° 24, los residuos de aminoacidos 94-102 de SEQ ID N° 24, los
residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 27, los residuos de
aminoacidos 50-65 de SEQ ID N° 27, los residuos de aminoacidos 98-101 de
SEQ ID N° 27, los residuos de aminoacidos 24-39 de SEQ ID N° 28, los
residuos de aminoacidos 55-61 de SEQ ID N° 28, los residuos de
aminoacidos 94-102 de SEQ ID N° 28, los residuos de aminoacidos 31-35 de
SEQ ID N° 31, los residuos de aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 31, los
residuos de aminodcidos 99-107 de SEQ ID N° 31, los residuos de
arhinoécidos 24-40 de SEQ ID N° 32, los residuos de aminoacidos 56-62 de
SEQ ID N° 32, los residuos de aminoacidos 95-103 de SEQ ID N° 32, los
residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 35, los residuos de
aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 35, los residuos de aminoacidos 99-107 de
SEQ ID N° 35, los residuos de aminoacidos 24-40 de SEQ ID N° 36, los
residuos de aminoacidos 56-62 de SEQ ID N° 36, los residuos de
aminoacidos 95-103 de SEQ ID N° 36, los residuos de aminoacidos 31-35 de
SEQ ID N° 38, los residuos de aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 38, y los
residuos de aminoacidos 98-109 de SEQ ID N° 38.

El énticuerpo de la reivindicacion 63, donde el anticuerpo comprende al
menos 3 CDR.

El énticuerpo de la reivindicacion 64, donde las al menos 3 CDR se

seleccionan entre un conjunto de CDR de dominios variables que consiste

en:

VH 5F7
‘ TEYIH:
VH 5F7 CDR-H1 residuos 31-35 de SEQ ID N° 3
‘ MIGPGSGNTYYNEMFKD:
VH 5F7 CDR-H2 residuos 50-66 de SEQ ID N° 3
VH 557 CORA3 AKSARAAWFAY

Conjunto de CDR de

residuos 99-109 de SEQID N° 3

VL 5F7

Conjuntb de CDR de

RSSQSVVQSNGNTYLE:
VL 6F7 CDR-L1 residuos 24-39 de SEQ ID N° 4
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VL 5F7 CDR-L2

KVSNRFS:
residuos 55-61 de SEQ ID N° 4

VL 5F7 CDR-L3

FQGSHVPPT:
residuos 94-102 de SEQ ID N° 4

' Conjunto de CDR de
‘VH 10F11

SYVMIH.
VH 10F11 CDR-H1 residuos 31-35 de SEQ ID N° 7
YIYPYNDGTKYNEKFKG:
VH 10F11 CDR-H2 residuos 50-66 de SEQ ID N° 7
TVEGATWDGYFDV

VH 10F11 CDR-H3

residuos 97-109 de SEQID N° 7

Conjunto de CDR de VL
10F11

VL 10F11 CDR-L1

KSSQSLLYSKGKTYLN:
residuos 24-39 de SEQ ID N° 8

VL 10F11 CDR-L2

LVSKLDS:
residuos 55-61 de SEQ ID N° 8

VL 10F11 CDR-L3

VQGTHFPHT:
residuos 94-102 de SEQ ID N° 8

Conjunto de CDR de

VH 7C6
© VH 7C6 CDR-H1

SYAMS:
residuos 31-35 de SEQ ID N° 11

VH 7C6 CDR-H2

SIHNRGTIFYLDSVKG:
residuos 50-65 de SEQ ID N° 11

VH 7C6 CDR-H3

GRSNSYAMDY:
residuos 98-107 de SEQ ID N° 11

Conjunto de CDR de
VL 7C6

VL 7C6 CDR-L1

RSTQTLVHRNGDTYLE:
residuos 24-39 de SEQ ID N° 12

VL 7C6 CDR-L2

KVSNRFS:
residuos 55-61 de SEQ ID N° 12

. VL7C6 CDR-L3

FQGSHVPYT:
residuos 94-102 de SEQ ID N° 12

Conjunto de CDR de
VH 4B7

VH 4B7 CDR-H1

DYEMV:
residuos 31-35 de SEQ ID N° 15

~ VH 4B7 CDR-H2

YISSGSRTIHYADTVKG:
residuos 50-66 de SEQ ID N° 15

. VH 4B7 CDR-H3

TLLRLHFDY:
residuos 99-107 de SEQ ID N° 15

Conjunto de CDR de
VL 4B7

VL 4B7 CDR-L1

RSSQSLFYRSNQKNFLA:
residuos 24-40 de SEQ ID N° 16

VL 4B7 CDR-L2

WASTRES:
residuos 56-62 de SEQ ID N° 16

'+ VL 4B7 CDR-L3

QQYYSYPWT:
residuos 95-103 de SEQ ID N° 16

Conjunto de CDR de
VH 2F2

VH 2F2 CDR-H1

TFYIH:
residuos 31-35 de SEQ ID N° 19

VH 2F2 CDR-H2

MIGPGSGNTYYNEMFKD:
residuos 50-66 de SEQ ID N° 19

' VH 2F2 CDR-H3

AKSARAAWFAY:
residuos 99-109 de SEQ ID N° 19

Conjunto de CDR de
VL 2F2

VL 2F2 CDR-L1

—

RSSQSVVQSNGNTYLE:
residuos 24-39 de SEQ ID N° 20

VL 2F2 CDR-L2

KVSNRFS:
residuos 55-61 de SEQ ID N° 20
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VL 2F2 CDR-L3

FQGSHVPPT:
residuos 94-102 de SEQ ID N° 20

Conjunto de CDR de
VH 6A2

TEYIH:

VH 6A2 CDR-H1 residuos 31-35 de SEQ ID N° 23
MIGPGSGNTYYNEMFKD:

VH 6A2 CDR-H2 residuos 50-66 de SEQ ID N° 23

i or CORAT AKSHRAAWFAY:

residuos 99-109 de SEQ ID N° 23

Conjunto de CDR de
VL 6A2

VL 6A2 CDR-L1

RSSQSVVQSNGNTYLE:
residuos 24-39 de SEQ ID N° 24

VL 6A2 CDR-L.2

KVSNRFF:
residuos 55-61 de SEQ ID N° 24

VL 6A2 CDR-L3

FQGSHVPPT:
residuos 94-102 de SEQ ID N° 24

Conjunto de CDR de
VH 4D10

VH 4D10 CDR-H1

SYGVH:
residuos 31-35 de SEQ ID N° 27

VH 4D10 CDR-H2

VIWRGGRIDYNAAFMS:
residuos 50-65 de SEQ ID N° 27

VH 4D10 CDR-H3

NSDV:
residuos 98-101 de SEQ ID N° 27

Conjunto de CDR de
VL 4D10

VL 4D10 CDR-L1

KSSQSLLDIDGKTYLN:
residuos 24-39 de SEQ ID N° 28

VL 4D10 CDR-L2

LVSKLDS:
residuos 55-61 de SEQ ID N° 28

VL 4D10 CDR-L3

WQGTHFPYT:
residuos 94-102 de SEQ ID N° 28

Conjunto de CDR de
VH 7E5

VH 7E5 CDR-H1

DYEMV:
residuos 31-35 de SEQ ID N° 31

VH 7E5 CDR-H2

YISSGSRTIHYADTVKG:
residuos 50-66 de SEQ ID N° 31

VH 7E5 CDR-H3

TLLRLHFDY:
residuos 99-107 de SEQ ID N° 31

Conjunto de CDR de
VL 7E5

1 RSSQSLFYRSNQKNFLA:
VL 7ES CDR-L1 residuos 24-40 de SEQ ID N° 32
‘ WASTRES:
VL 7E5 CDR-L.2 residuos 56-62 de SEQ ID N° 32
QQYYSYPWT:

VL 7E5 CDR-L3

residuos 95-103 de SEQ ID N° 32

Conjunto de CDR de
VH 10C1

VH 10C1 CDR-H1

DYEMV:
residuos 31-35 de SEQ ID N° 35

VH 10C1 CDR-H2

YINSGSGTIHYADTVKG:
residuos 50-66 de SEQ ID N° 35

VH 10C1 CDR-H3

TLLRLHFDY:
residuos 99-107 de SEQ ID N° 35

Conjunto de CDR de
VL 10C1

VL 10C1 CDR-L1

KSSQSLFYSRNQKNFLA:
residuos 24-40 de SEQ ID N° 36

VL 10C1 CDR-L2

WASTGES:
residuos 56-62 de SEQ [D N° 36

VL 10C1 CDR-L3

QQYFSYPWT:
residuos 95-103 de SEQ ID N° 36
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Conjunto de CDR de
VH 3B10
VH 3B10 CDR-H1 [r)ezi\c/illrgs 31-35 de SEQ ID N° 38
VH 3810 CDR-H2 fesiduos 50.66 de SEQ ID N° 38
VH 3B10 CDR-H3 Liﬁf&g%g%sm ID N° 38

66.

67.

68.

69. .

70.

El anticuerpo de la reivindicacién 65, donde el anticuerpo comprende al
‘menos 2 conjuntos de CDR de dominios variables.
El anticuerpo de la reivindicacion 66, donde los al menos 2 conjuntos de CDR
lde dominios variables se seleccionan del grupo que consiste en:
‘el conjunto de CDR de VH 5F7 y el conjunto de CDR de VL 5F7; el conjunto
de CDR de VH 10F11 y el conjunto de CDR de VL 10F11; el conjunto de
CDR de VH 7C6 y el conjunto de CDR de VL 7C8; el conjunto de CDR de VH
4B7 y el conjunto de CDR de VL 4B7; el conjunto de CDR de VH 2F2 y el
‘conjunto de CDR de VL 2F2; el conjunto de CDR de VH 6A2 y el conjunto de
‘CDR de VL 6A2; el conjunto de CDR de VH 4D10 y el conjunto de CDR de
1VL 4D10; el conjunto de CDR de VH 7E5 y el conjunto de CDR de VL 7ES5; y
el conjunto de CDR de VH 10C1 y el conjUnto de CDR de VL 10C1.
Anticuerpo que comprende al menos un dominio variable que tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
'N°3,SEQIDN° 4, SEQIDN° 7, SEQID N°8, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12,
SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, SEQ ID Ne 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 23,
'SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 28, SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 32,
SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 36 y SEQ ID N° 38.
El anticuerpo de la reivindicacién 68, que comprende dos dominios variables,
donde dichos dos dominios variables tienen secuencias de aminoacidos
. seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID N° 3y SEQ ID N° 4, SEQ ID
N°7ySEQIDN°8ySEQIDN°11ySEQIDN°12, SEQIDN°15y SEQID

- N° 16, SEQ ID N° 19 y SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 23 y SEQ ID N° 24, SEQ ID

N° 27 y SEQ ID N° 28, SEQ ID N° 31 y SEQ ID N° 32, y SEQ ID N° 35 y SEQ

- ID N° 36.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 69, donde el

~ anticuerpo comprende una regién constante.

3
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El anticuerpo de la reivindicacion 70, donde el anticuerpo comprende una
region constante de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste
en las regiones constantes IgG1, 19G2, 1gG3, IgG4, IgM, IgA, IgD e IgE.

El anticuerpo de la reivindicacion 71, donde el anticuerpo comprende una
region constante de la cadena pesada de IgG1.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 70 a 72, donde la region
constante es una region constante humana.

El anticuerpo de la reivindicacién 70, donde la regién constante comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID N° 39-42.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 72, donde el
anticuerpo posee un patrén de glicosilacién humano.

Anticuerpo monoclonal (6F7) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asiéné el numero de depésito de la Coleccidn Americana de Tipos de Cultivo
PTA-7241.

Anticuerpo monoclonal (10F11) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asigno el numero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo
PTA-7239.

Anticuerpo monoclonal (7C6) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asigné el nimero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo
PTA-7240.

Anticuerpo monoclonal (4B7) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asigno el numero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo.
PTA-7242.

Anticuerpo monoclonal (2F2) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asighc') el numero de depésito de ia Coleccion Americana de Tipos de Cultivo
PTA-7408.

Anticuerpo monoclonal (6A2) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asigndé el numero de depdsito de la Colécci()n Americana de Tipos de Cultivo

PTA-7409.
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Anticuerpo monoclonal (4D10) que se obtiene de un hibridoma al que se le

- asigno el niumero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo

PTA-7405.

.Anticuerpo monoclonal (7E5) que se obtiene de un hibridoma al que se le

asigno6 el niumero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo

PTA-7809.

Anticuerpo monoclonal (10C1) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asigné el numero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo
PTA-7810.

Anticuerpo monoclonal (3B10) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asignd el nimero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo
PTA-7851.

Porcién de unién a antigeno de un anticuerpo como se define en cualguiera
de las reivindicaciones 1 a 85.

La porcion de union a antigeno de la reivindicacion 88, donde la porcion es
un fragmento Fab, es un fragmento F(ab’); o es un fragmento de una sola
cadena Fv del anticuerpo.

Hibridoma al que se le asignd un nimero de depdsito de la Coleccion
Americana de Tipos de Cultivo seleccionado del grupo que consiste en PTA-
7241, PTA-7239, PTA-7240, PTA-7242, PTA-7408, PTA-7409, PTA-7405,
PTA-7809, PTA-7810 y PTA-7851.

Acido nucleico aislado que codifica una secuencia de aminoacidos de un
anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-87.

Vector que comprende un acido nucleico aislado de la reivindicacién 89.

El véctor de la reivindicacion 90, donde dicho vector se selecciona del grupo
que consiste en pcDNA, pTT, pTT3, pEFBOS, pBV, pJV y pBJ.

Célula huésped que comprende un vector de la reivindicacion 90 6 91.

La célula huésped de la reivindicacion 92, donde dicha célula huésped es
una célula procariota.

La célula huésped de la reivindicacién 93, donde dicha célula procariota es E.

coli,

\A
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99.

100.
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La célula huésped de la reivindicacién' 92, donde dicha célula huésped es
una célula eucariota.

La célula huésped de la reivindicacion 95, donde dicha célula eucariota se
selecciona del grupo que consiste en células protistas, células animales,
células vegetales y células flingicas.

La célula huésped de la reivindicacion 96, donde dicha célula animal se
selecciona del grupo que consiste en una célula de mamifero, una célula de
ave y una célula de insecto.

La célula huésped de la reivindicacion 95, donde dicha célula eucariota es
una celula CHO, una celula COS o una célula de levadura.

La célula huésped de la reivindicacion 98, donde dicha célula de levadura es
Saccharomyces cerevisiae.

La célula huésped de la reivindicacién 97, donde dicha célula de insecto es
una célula de insecto Sf9.

Método para producir un anticuerpo monoclonal, que comprende cultivar una
célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 92 a 100 o un hibridoma
de la reivindicacion 88 en un medio de cultivo, bajo condiciones apropiadas
para producir el anticuerpo.

Anticuerpo monoclonal que se obtiene con el método de la reivindicacion
101.

Compdsicién que comprende un anticuerpo o0 una porcién de unidn a
antigeno como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 87.

La composicion de la reivindicacion 103, donde la composicidn es una
composicion farmacéutica y comprende ademas un vehiculo aceptable para

el uso farmacéutico.

12
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Structural Characterization of a Soluble Amyloid 3-Peptide Oligomer

Liping Yu,** Rohinton Edalji,* John E. Harlan,* Thomas F. Holzman,*"' Ana Pereda Lopez,* Boris Labkovsky,
Heinz Hillen,™ Stefan Barghom, Ulrich Ebert,* Paul L Richardson,* Laura Miesbauer,* Larry Solomon,*
Diane Bartley,* Karl Walter Robert W. Johnson,* Philip J. Hajduk,* and Edward T. Olejniczak*-*

Pharmaceutical Discovery Division, GPRD, Abbott Laboratories, Abbott Park, lllinois 60064-6098, and
Abbott GmbH and Co. KG, Ludwigshafen, Germany

Received November 3, 2008; Revised Manuscript Received January 2, 2009

ABSTRACT: Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder that is linked to the presence of
amyloid S-peptides that can form insoluble fibrils or soluble oligomeric assemblies. Soluble forms are
present in the brains and tissues of Alzheimer’s patients, and their presence correlates with disease
progression. Long-lived soluble forms can be generated in vitro by using small amounts of aliphatic
hydrocarbon chains of detergents or fatty acids in preparations of amyloid 3-peptides. Using NMR, we
have characterized soluble oligomers of Af preglobulomer and globulomer that are stable and alter synaptic
activity. The NMR data indicate that these soluble forms have a mixed parallel and antiparallel 5-sheet
structure that is different from fibrils which contain only parallel B-sheets. Using the structural data, we
engineered a disulfide bond into the soluble AS globulomer to give a “new” soluble antigen that is stable,
homogeneous, and binds with the same affinity to selective antibodies as the parent wt globulomer.

Alzheimer’s disease (AD)' is a neurodegenerative disorder
characterized by a progressive loss of cognitive abilities and
by characteristic neuropathological features such as amyloid
plaques, neurofibrillary tangles, and neuronal loss (/—3). The
major component of brain amyloid plaques of AD is a 39 to
42 residue peptide termed amyloid 8 (Af3) peptide, resulting
from proteolytic processing of a larger amyloid precursor
protein (APP). The insoluble amyloid fibril deposits of Af
were thought to contribute to the progression of dementia
of AD (2). However, a poor correlation was obtained between
the insoluble deposits with the progression of AD (4, 5). In
contrast, soluble Af oligomers have been found in the brain
of AD patients (6), and the loss of synapses and cognitive
perception seems to correlate better with soluble oligomers
of AB(1—42) (7, 8). The cytotoxicity of A has been
postulated to relate to the soluble protofibrils that cause
uncontrolled ion flux due to their pore-forming proper-
ties (9, 10). Moreover, soluble nonfibrillar oligomers of Af
including amyloid-S-derived diffusible ligands (ADDL) ({1)
and globular 8-amyloid species called globulomers (/2) have

* To whom correspondence should be addressed. Phone: (847) 223-
7849. Fax: (847) 938-2478. E-mail: Edward.Olejniczak @abbott.com.

* Abbott Laboratories.

5 Current address: Carver College of Medicine, University of Iowa.

' Current address: Nanosphere Inc., Northbrook, IL.

* Abbott Bioresearch Center, Worcester, MA.

+ Abbott GmbH and Co. KG.

! Abbreviations: AD, Alzheimer’s disease; wt, wild type; APP,
amyloid precursor protein; Af, amyloid f-peptide; MW, molecular
weight; NMR, nuclear magnetic resonance; NOE, nuclear Overhauser
effect; NOESY, nuclear Overhauser effect spectroscopy; TOCSY, total
correlation spectroscopy; 2D, two dimensional; 3D, three dimensional;
AFM, atomic force microscopy; HSQC, heteronuclear single-quantum
coherence; SDS, sodium dodecyl sulfate; ADDL, amyloid-f3-derived
diffusible ligands; RMSD, root-mean-square deviation.

been found to be highly toxic. Increasing evidence suggests

that these early stage oligomers of A may be important in
AD.

Under most conditions, amyloid 8-peptides rapidly convert
into fibril forms. The fibril forms, which have been structur-
ally characterized (/13—18), have a cross-f structure that
contains in-register parallel S-sheets (/4, 18—20). Studies
of amyloid intermediates indicate that they also have an
ordered S-sheet structure (21). However, detailed structural
characterization of these intermediates has been difficult
because their levels are low and they are sensitive to solution
conditions and only partially homogeneous. Recently, it was
reported that the addition of detergent or fatty acid can result
in long-lived soluble forms that are potent antigens in mice
and rabbits for eliciting specific antibodies (/2). These more
stable soluble forms may be more amenable to detailed
structural studies.

Here we have used solution NMR to study the soluble
forms of Af called preglobulomers and globulomers that are
more stable and alter synaptic activity (/2). Our data are
consistent with a model where the soluble form contains a
mixed intermolecular parallel and intramolecular antiparailel
B-sheet that is different from the all parallel amyloid
B-peptides found in structural studies of fibrils (15, 17, 18).
On the basis of these structural data, we engineered a
disulfide bond into the soluble globulomer that locks the
peptide into the intramolecular antiparaliel -sheet conforma-
tion. This “new” soluble amyloid 3-peptide oligomer is still
recognized by globulomer-selective antibodies with similar
affinity as the parent. The structural features of this soluble
form suggest that it can be targeted therapeutically indepen-
dent of fibrillar forms.

10.1021/5i802046n CCC: $40.75 © XXXX American Chemical Society
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning and Expression. Af peptide (1—42) was cloned
and expressed in Escherichia coli BL21(DE3) cells using a
pET29 vector. The cells were grown in flasks in M9 labeled
media at 30 °C until the culture ODggon, reached 0.45 and
then expressed at 41 °C for 3 h by addition of 1 mM IPTG.
The expressed peptide is located in the insoluble fraction
after cell lysis. Purified amyloid 3-peptide (MDAEFGHDS-
GFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA) ex-
hibited an observed mass of 4645—4648 Da. This is
consistent with the presence of N-terminal methionine as
expected from the DNA expression sequence employed.
Thus, compared with wt AB(1—42), this peptide expressed
in E. coli contains an additional N-Met residue. The purified
peptide was used to form globulomers (/2). Details of
preglobulomer and globulomer generation are given in the
Supporting Information.

NMR. Labeled samples were prepared from cells grown
in minimal media (22) using standard protocols (23, 24) and
isotopes from Cambridge Isotope Laboratories. Uniformly
"*N-labeled samples were grown with 1 g/L 'SNH,CI and 3
g/L glucose in H,0O medium. Uniformly *N,2H- and '“N,?H-
labeled samples were grown with 3 g/L p-glucose-d;, in D,O
medium and by using 1 g/L. "NH,CI and “NH,CI, respec-
tively. The uniformly '*N,2H,'3C-labeled sample was grown
with 1 g/ "'NH,Cl and 3 g/L [*C,*H]glucose-d,, in 100%
D,0 medium. The uniformly 'SN-labeled sample with
selectively *C-labeled protonated methyl groups of Ile, Val,
and Leu residues in a ?H background was prepared by
growing cells in media that contained 100% D,0, D-glucose-
di» (3 g/L), and SNH,CI (1 g/L) and by supplementing media
with [3-'3C]-a-ketobutyrate (50 mg/L for labeling isoleucine
methyl groups) and [3,3-"°C,]-a-ketoisovalerate (100 mg/
L, for labeling valine and leucine methyl groups simulta-
neously). NMR preglobulomer samples contained 16 mg/
mL peptide in ~1.5% SDS-d,s and 1x phosphate-buffered
saline at pH 7.4 (GIBCO).

NMR spectra were collected at 25 °C on Bruker DRX600
or DRX800 spectrometers. Resonances were assigned using
a suite of backbone (23) and side chain 'N- and B3C-edited
NOESY and TOCSY spectra (25). Backbone amide NH~NH
NOEs were assigned from the 3D !SN-resolved NOESY
experiment by using a uniformly '*N-labeled sample with
selectively *C-labeled protonated methyl groups of Ile, Val,
and Leu residues in a *H background. The '*N-filtered and
’N-edited 3D NOESY experiment was conducted as previ-
ously described (26) by using a mixed sample in which
U-5N,?H-labeled and U-'“N,2H-labeled samples were mixed
at a 1:1 ratio. Distance constraints were obtained from the
3D "N- and "*C-resolved NOESY experiment with mixing
times from 80 to 200 ms.

Amide protection factors of N-Met-AS(1—42) globulomer
samples were measured by comparing the amide peak
intensities obtained for the sample in H,O and the sample
in D,0 after a period of amide exchange. Specifically, the
N-Met-AB(1—42) globulomer samples were incubated in
D,0 buffer at 4 °C, flash-frozen in liquid nitrogen to quench
the H/D exchange, lyophilized, and redissolved in acidified
DMSO-d;. Control samples in H,O buffer were subjected
to the same protocol. Amide exchange rates of these samples
were measured by collecting two-dimensional *N/'H HSQC

Yu et al.

spectra within 3 min after dissolving the samples in acidified
DMSO-d, (13, 18) where the peptide exists as a monomer
and their NH cross-peaks can be easily assigned in the
standard backbone experiments.

Structure Calculations. Models of a dimer repeating unit
of the soluble N-Met-Aj(1—42) preglobulomers were cal-
culated using a simulated annealing protocol with the
program CNX (27, 28). A total of 178 distance restraints
derived from the analysis of the NMR data were included
in the structure calculation. In addition, 44 ¢ angular
restraints in the f-sheet regions were included in the
structural calculations based on the analysis of C, and Cg
chemical shifts (29).

Atomic Force Microscopy (AFM). Tapping mode AFM
images were collected on a Veeco/Digital Instruments
nanoscope IIla (Veeco, Santa Barbara, CA) at 4, 2, and 1
nm in both height and amplitude modes. Heights were
determined using section analysis of the height mode image.
Twenty microliters of globulomer at 0.029 mg/mL was
deposited on '/, in. diameter freshly cleaved Mica disks
(Ruby Red Mica sheets; Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA) placed in a closed Petri dish with a damp paper
towel, incubated for 7 min, and then rinsed with water and
allowed to dry.

ELISA. The amyloid globulomers were diluted to 1.0 ug/
mL in a coating buffer (100 mM NaHCO;, pH 8.2). One
hundred microliters of this solution was added to each well
to be coated, and the wells were sealed with plate sealing
film and left at 4 °C overnight. After the coating solution
was removed, the wells were washed two to three times with
150 uL of PBST (Sigma PBS (P-3813) made with 0.05%
Tween 20), and then 300 4L of blocking solution (3% nonfat
dry milk (NFDM) in PBST) was added. The wells were then
incubated for ~2 h at room temperature with agitation. After
the blocking solution was removed by washing the wells with
150 uL. of PBST, 100 4L of primary antibody solutions with
0.04—100 ug/mL globulomer selective antibody (/2) was

~ added to the wells. The wells were then incubated for ~2—3

h at room temperature with agitation. The primary antibody
solutions were removed, and the wells washed 2-3 times
with 150 4L of PBST. Then 200 uL of a 1:5000 dilution of
donkey anti-mouse HRPO conjugate (Jackson Immuno
Research) in 1% NFDM was added to each well. The wells
were then incubated for ~1 h at room temperature with
agitation. Subsequently, the conjugate solution was removed,
and wells washed 3 times with 200 4L of PBST. At this
time 100 uL of HRPO substrate solution was added, and
allowed to develop for at least 10 min. The reaction was
stopped by the addition of 50 uL of 2 M H,SO, and the
absorbance of each well read at 450 nm using a microtiter-

‘plate reader.

RESULTS AND DISCUSSION

Adding either fatty acid or hydrocarbon detergent to the
preparations of N-Met-AfB(1-42) peptides leads to the
formation of stable and soluble aggregates whose oligomeric
state depends on the amount of residual detergent (SDS) or
lipid-like additive (12). In the presence of 0.2% SDS, the
amyloid S-peptide forms a small soluble aggregate (referred
to as N-Met-AfB(1—42) preglobulomer) which can then be
converted into a higher MW soluble aggregate (referred to
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FIGURE 1: AFM images of the globulomer preparation of N-Met-Af(1—42) peptide. (A) Full AFM image and (B) expanded section. The
globulomer preparation contains larger (4—5 nm high) species and smaller (1—2 nm high) species. The larger species are believed to be

globulomers, while the smaller species are likely the preglobulomers observed by solution-state NMR in ~1.5% SDS. The sharpest features
in the edge image data are lighter.

as N-Met-Af(1—42) globulomer) when the SDS concentra-
tion 1s diluted to 0.05% (/2). Based on sedimentation studies
(Supporting Information Figure 1), the N-Met-Af(1—42)
preglobulomer has a MW of 16 kDa (corresponding to ~4
peptides/sotuble aggregate), while the N-Met-AfS(1—42)
globulomer has a MW of ~64 kDa (corresponding to
~12—16 peptides/soluble aggregate). Small amounts of SDS,
between 0.5 and 1.5 molecules of SDS per molecule of
peptide, are bound or associated to the soluble globulomer
based on radiolabeled detergent and size exclusion chroma-
tography experiments (Supporting Information Figure. 2).
AFM images of the soluble N-Met-ApB(1—42) globulomer
preparation in Figure 1 show predominantly spherical oli-
gomeric species with sizes ranging from 1-2 to 4—5 nm,
consistent with the presence of both small N-Met-A8(1—42)
preglobulomer and larger globulomer species. For the
samples used in this study, we found that N-Met-AS(1—42)
peptide behaves the same as synthesized wt AS(1-—-42)
peptides. In particular, N-Met-Af5(1—42) forms oligomers
that are hydrodynamically the same, based on sedimentation
velocity experiments, as the oligomers made from synthe-
sized wt AB(1—42) peptides. N-Met-AB(1—42) peptides also
form fibrils. Furthermore, samples made from the N-Met-
AfB(1—42) peptide are recognized by antibodies that also
recognize wt AfS(1—42). These antibodies include the
commercially available 6E10 and our own globulomer-
specific antibodies.

The soluble N-Met-AfS(1—42) preglobulomer is amenable
to direct structural studies by solution NMR. Figure 2 shows
SN/'HN HSQC spectra for the N-Met-AS(1—42) preglobu-
lomer. The presence of a subset of strongly low-field-shifted
amides (Figure 2A) and the observed slow hydrogen
exchange of these amides (Figure 2B) indicate ordered
structure for this portion of the preglobulomer sample. The
C-terminal two residues may be important for the formation
of this low-field-shifted and amide exchange protected
species of preglobulomer since the shifted cross-peaks
(Figure 2A) are not observed in the preparations using
truncated N-Met-AS(1-40) (Figure 2C). The NMR spectra
of soluble N-Met-Af(1—42) preglobulomer (Figure 2) has
signals from both a well-structured segment and unstructured
segment of the peptide based on their random coil chemical
shifts. Our structural analysis is limited to peptide resonance
connected to the well-dispersed amide signals.

The well-resolved amide peaks of the N-Met-AS(1—42)
preglobulomer were assigned with a suite of backbone
experiments (23) using uniformly *N,?H,'*C-labeled N-Met-
AP(1—42) peptide. The side chain resonances were assigned
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using ®N- and '3C-resolved 3D NOESY and TOCSY
experiments. Selectively labeled samples were used to
determine if NOE correlations were due to intramolecular
or intermolecular NOEs. We used a '"N-edited and ’N-
filtered NOE experiment (26) acquired on a sample of
U-*N,?H-labeled and U-'N,?H-labeled N-Met-AB(1—42)
peptides mixed at a 1:1 ratio before sample preparation to
assign interpeptide chain NOE contacts between amides of
a N-labeled and unlabeled peptide. The NOEs for (G33
NH, L34 NH), (M35 NH, V36 NH), and (G37 NH, G38
NH) were observed in this experiment, indicating that these
pairs of NH—NH NOEs are due to interchain contacts. In
Figure 2D we show examples of these data obtained for (G37
NH, G38 NH). The strong (F19 NH, I32 NH) NOE was only
observed in the regular ’N-resolved 3D NOESY, indicating
it is an intramolecular NOE. Additional interchain NH—CH;
NOESs were assigned by using another mixed isotopic-labeled
sample in which a U-'"N,?H-labeled peptide was mixed at a
1:1 ratio with a U-"N,?H-labeled N-Met-AB(1—42) peptide
selectively *C-labeled and protonated at methyl groups of
IVL residues. The interchain NH—CHj; NOEs between (G38
NH, V39 CHzy), (V39 NH, V39 CHj3), (M35 NH, V36 CH3),
and (L34 NH, L34 CH3) were obtained from "*N- and "*C-
resolved 3D NOESY experiments. In Figure 2E.F, we show
the data obtained for (G38 NH, V39 CHj) and (V39 NH,
V39 CH,). Additional intrachain NOEs were detected
between (132 NH, F19 CgH,), (132 NH, F19 C;sH,,), (F19
NH, 132 CszH), and (F19 NH, 132 C,H,5) and between
residues A21 and A30.

The characteristic backbone atom chemical shifts, the
protected amides, and the NOE data are all consistent with
two S-strands from V18 to D23 and from K28 to V40 in the
N-Met-AB(1—42) preglobulomer. Residues V18—D23 form
one strand of an intrachain antiparallel 8-sheet connected
by a S-hairpin to the other intrachain strand K28—G33, while
L34—V40 forms an interchain in-register parallel S-sheet.
The NOE and amide protection data supporting this second-
ary structure are summarized in Figure 3A. One model that
is consistent with our data is a peptide dimer repeating unit.
A model for the peptide dimer was generated using the NOE-
derived distance restraints, dihedral angle restraints based
on backbone chemical shifts (29), and hydrogen bonds
consistent with the amide protection data with the program
CNX (28) using a simulated annealing protocol (27). A
representative conformation of the peptide dimer is shown
in Figure 3B. The ensemble of structures generated with these
data resulted in a rmsd of 1.13 and 0.51 A for the intrachain
antiparalle! 8-sheet (19—32) and interchain in-register parallel
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FIGURE 2: Panels A—C show '"N/'H HSQC spectra of the N-Met-A
samples in 90% H,0/10% D,0 buffer showing the well-dispersed ami
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'H (ppm) 'H (ppm)
peptide preglobulomer preparation. (A) N-Met-AjB(1—42) peptide

des between 8.5 and 9.5 'HN ppm. (B) The same sample after 18 h

of amide exchange in 100% D,O buffer. Only the well-dispersed amides observed in panel A remain. (C) Spectrum of N-Met-AS(1-40)
peptides after preparation using the standard preglobulomer protocol. The low-field amides observed in panel A are completely absent in
panel C. Panels D—F show NOE spectra of the N-Met-AB(1-42) preglobulomer samples. Interchain NOEs were assigned by using mixed
isotopically labeled samples. (D) U-'N,2H-labeled and U-'“N,2H-labeled peptides mixed at a 1:1 ratio. Left panel from '"N-edited NOE
experiment and right panel from 'SN-edited and filtered NOE experiment for (G37 NH, G38 NH). (E, F) U-"*N,2H-labeled sample mixed
at 1:1 ratio with U-"N,?H-labeled peptide selectively *C-labeled and protonated at methyl groups of IVL residues. (E) shows the interchain
NH—-CH; NOEs between G38 NH and V39 CHs. (F) shows the interchain NH—CH; NOEs between V39 NH and V39 CHa.

B-sheet (34—41), respectively. Our data do not constrain the
relative orientation of the two 3-sheet segments, leading to
a backbone rmsd for the dimer ensemble (chains A, B
residues 19—41) of 2.44 A. A superposition of the 10 low-
energy models consistent with the NMR data is given in
Supporting Information Figure 3.

NMR spectra of the larger N-Met-ApB(1—42) globulomer
were not suitable for structural studies. However, we were able

to measure protection factors for amide exchange by exchanging
the globulomer sample into D,O buffer, quenching the ex-
change, and then monitoring the peptide in DMSO under acidic
conditions where the peptide is monomeric and able to be
assigned using standard backbone experiments (18, 30, 31).
Amide protection factors were measured from two-dimensional
"*N/'H.HSQC spectra collected within 3 min after dissolving
in acidified DMSO-dg (pH 2.5). The amide protection data for
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indicate the backbone amides that exhibit slow exchange in the NH/ND exchange experiments. (B) A representative low-energy structural
model (residues 15—42) prepared with PyMOL (Delano Scientific LLC) that is consistent with the NMR data on the repeating unit of the
B-amyloid peptide N-Met-Af(1—42) preglobulomer. The relative orientation of the two f-sheet segments is not well defined by the NMR
data. (C) Two strands from the structure of AS(1-—-42) fibrils (residues 17—42) (PDB ID code 2BEG) (/8) prepared with PyMOL (Delano
Scientific LLC). (D) Comparison of backbone amide exchange protection for the (i) soluble N-Met-Af(1—42) preglobulomer, (ii) N-Met-
AB(1—42) globulomer, and (iii) AF(1—42) fibrillar form (/3). The backbone amides that exhibited slow, moderate, and fast exchange are
indicated by black, gray, and white circles, respectively, below the sequence. The residues for which exchange rates could not be measured
(including either not assigned or overlapped) are indicated by dashes. The sequence positions of the three pairs of overlapping cross-peaks
of the amides in slow exchange in globulomer are indicated by green filled circles.

the N-Met-AB(1—42) preglobulomer and globulomer are shown
in Figure 3D. For both preglobulomer and globulomer species,
only the amides of residues 31—40 are fully protected, while
rapid amide exchange is observed for all other measured amides
except for 17—18 in the preglobulomer and a few residues
whose cross-peaks are overlapped with the peaks for the
residues from the C-terminal region of the globulomer. This
exchange pattern is consistent with the hypothesis that both
preglobulomer and globulomer adopt a similar secondary
structure and that the N-Met-AS(1—42) globulomer is an

oligomer of preglobulomer units. However, the amide exchange
data (Figure 3D) of the N-Met-Af(1—42) preglobulomer and
globulomer are very different from the fibril form (13, /8). In
the fibril form, amides 11, 12, 15—22, 24, 25, and 28—30 are
fully protected (13), while in the globulomer form, only the
last 11 residues of the peptide are fully protected. The difference
in the exchange rates between the fibril and N-Met-Af8(1—-42)
globulomer form is consistent with the difference in the N-Met-
AB(1—42) preglobulomer secondary structure and the structure
reported for the fibril form.
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FIGURE 4: Comparison of direct ELISA assay of the wild-type and
doubly mutated (L17C, L34C) N-Met-AB(1~42) peptide globu-
lomers against an antiglobulomer-specific mAB (12),

To test the hypothesis that the quaternary structure of the
N-Met-AB(1—42) globulomer consists of repeats of the
preglobulomer dimer, we made a mutant peptide with an
engineered disulfide bond that would lock the peptide into
the antiparallel S-hairpin conformation that we have deter-
mined for the N-Met-AB(1~42) preglobulomer. Based on
the structural model (Figure 3A,B), a L17C/ L34C double
mutant amyloid S-peptide was made and used to form
N-Met-AB(1—-42) L17C/L34C globulomers. The globulom-
ers of the mutant peptide were prepared by following the
normal protocol except for the addition of 5 mM DTT at
the beginning to prevent disulfide bond formation and a final
step to remove DTT to allow a disulfide bond to form in the
globulomer. The expected intrapeptide disulfide bond was
confirmed based on mass spectrometric analysis where a
nonreduced sample resulted in a 4622 Da mass which
increased to 4624 Da upon reduction, consistent with a single
intramolecular disulfide bond. The globulomers formed with
the mutant peptides have a homogeneous size distribution
in ultracentrifugation studies, similar to wild-type prepara-
tions. Furthermore, the mutant N-Met-AB(1-42) (LL17C,
L34C) globulomer binds with similar affinity as wild type
to a globulomer-specific antibody (72, 32). As shown in
Figure 4, the binding of this globulomer-specific antibody
to the double mutant (L17C, L34C) and wild-type N-Met-
AB(1-42) globulomer preparations are almost identical,
indicating that the epitope is still properly displayed.
Antibody recognition of this constrained Af globulomer
analogue and the amide exchange data are both consistent
with the hypothesis that globulomers are built from pre-
globulomer modules.

AB fibrils are composed of two in-register interstrand
parallel S-sheets connected by a bend between residues 25
and 30 (/4, 18, 19). In Figure 3B,C we compare the
preglobulomer repeating unit to two strands of the fibril form
of wt AB(1—42) (14, 16, 18, 19). Both structures exhibit an
interstrand parallel S-sheet for the C-terminal residues
(residues 34—42 in AB preglobulomers). However, in
contrast to the fibril structure, the preglobulomers have an
intrastrand antiparallel 'S-sheet connected by a f-hairpin
between D23 and K28. Residues 10—16, which are part of

the first B-sheet in fibrils (14, 19), are disordered in the
preglobulomer.
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FIGURE 5: A schematic representation of the two stable forms of
amyloid S-peptides (12, 32, 37). In both the soluble globulomer
form and the insoluble fibril form, two-strand repeating units are
shown, but the final forms are higher order oligomers (n-mers) of
these units. The parallel S-sheet involving the hydrophobic C-
terminus of the peptide and common to both forms is highlighted
in blue. The segment distinct between the two forms is highlighted
in red. The alternative starting and ending sequence numbers of
the fibril form are indicated in parentheses.

It is likely that a bend versus a turn between residues 23
and 30 is the trait that leads to fibrils versus soluble
globulomer. Residues in this region have been suggested to
be critical for determining alternative conformations for the
Ap-peptide (33). Recent studies of truncated amyloid S-pep-
tide (residues 21—30) found that in solution a B-hairpin
structure is adopted (34). The stability of this fS-structure
was found to decrease in known familial amyloid B-peptide
mutants, and it was hypothesized that the oligomerization
propensity of the full peptide correlated with the turn stability
of the model peptides (35).

The structural differences described here are consistent
with a model for two distinct pathways for the amyloid A8
soluble and insoluble peptides (72, 32). In this two-path
model as depicted in Figure 5, the amyloid AS peptides
derived from the cleavage of APP can form either soluble
oligomers or fibrils. The initial peptides proceed to higher
order oligomers to form fibrils or soluble globulomers based
on the relative kinetic and thermodynamic stability of the
bend (leading to fibrils) or the -hairpin (leading to globu-
lomers). Conditions that promote either structural feature
(36), such as lipid composition (12, 37) or the effects of
familial mutations (38), may result in changes in the ratio
of soluble and insoluble forms of the peptide which may
then influence disease.

CONCLUSIONS

We have used NMR to study specific soluble forms of
amyloid B-peptide called preglobulomers and globulomers
that are more stable and alter synaptic activity (/2). Our
structural characterization indicates that this class of soluble
oligomers contains a peptide dimer-repeating unit, which is
distinctly different from the fibril form. Using these data we
demonstrated that a disulfide bond could be engineered into
the soluble globulomer to give a “new” soluble antigen with
similar affinity to selective antibodies as the parent. This

T
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demonstrated that structural data can help to generate stable
homogeneous soluble forms for further studies. Finally, the
hydrogen exchange profile of this class of soluble oligomers
can potentially be compared to that observed for different
soluble oligomers. These data would complement using
antibodies to structurally classify the various soluble oligomer
forms (39).

SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE

Additional details on Experimental Procedures; Figure 1,
showing analytical ultracentrifugation sedimentation velocity
and dynamic light-scattering (DLS) data of globulomers
prepared from recombinant N-Met-Af(1—42); Figure 2,
showing quantitation of binding of SDS to N-Met-Af(1—-42)
globulomers using "*C-SDS; Figure 3, showing a superposi-
tion of 10 low-energy dimer repeating units of preglobulomer
consistent with the NMR data. This material is available free
of charge via the Internet at http:/pubs.acs.org.
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