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/ ANEX0S A

[<] comprobante de pago de |a tasa de presentacion de la solicitud.

E Documenta que acredita la exisiencia v representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

) Documento de Representacion Legal,

Documente de cesitn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.,

Copia de la solicitud internagional. {Resumen, descripeidn, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Copia del examen preliminar internacional efectuado per la Autoridad Indernacional de Examen
Preliminar {IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el casa, copia del contrato de accesda.

De ser el ¢aso, documento que acredite la licencia o aulorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas,

Arte Final 12X12. ’

De ser el caso, informacidn sobre ofras solicitudes de patenle o tilulos obtenidos en el extranjergp por el
mismo titular ¢ su causants, relacionados parcial o totalmente con la invencitn de ests solicitud.

De ser el caso, modfficacianes efectuadas a la sclicilud intemacional.

RO OODOOoOOoOoOOoOR OO0

Otros; reporle de busqueda internacional can su traduccion, publicacidn con su traduccidn, opinidn
escrita de la sutoridad de busqueda internacional con su traduccién y listado de secuencias.
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 ANEXO

Los documentos que acreditan [a calidad de REPRESENTANTES ..

LEGALES en Begotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO v/o IGNACIO SANTAMARIA v/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de las
sociedades peticionarias, que facultan a cada uno de diches
abogados para actuar individualmente, se estan presentando con
esta solicitud. En consecuencia, ruego a usted reconocer Ia
personerfa de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que cualquiera de
ellos pueda intervenir en cualquier tiempo respecto de la solicitud en

él contenida.

“ .

T.P. No. 53.215
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TRADUCCION CFICIAL Ne. 2004-07-29-362
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

| egalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y
en aspanol, dado y firmado el 12 de julio de 2004.

{firma. ilegible)

Laura J Schumacher

Vicepresidente, Secretaria y Asesora General Suplente

Cenrtificado Notarial (Sociedad), documento escrito en inglés y en espariol.

{firma: ilegible)

Notario Pablica

Sello Oficial
Trina Lee Ruiz
Notario Puablico, Estade de ifiinois
Mi Comision Expira el 6-11-2007
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Estado de lllinois |
Secretario de Estado
APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1981)

Pais: FEstados Unidos de Ameérica

Este documento publico

ha sido firnado por Trina Lee Ruiz '

actuando como Notario Publice, Condade de Lake

lieva el sello/estampiila del Estado de lllinois

Certificacdo

en Springfield, lllinois 6. el20dejuliode 2004

por el Secretatio de Estado, Estadoe de lllinois

No. S04vB11001

Sello/Estampilla 10.  Firmd: ilegible

Sello del Estado de lllingis - Jesse White
Secretario de Estado

Estado de lllinois

Traducido' segun mi mejor saber y entender, este dia 29 de julic de 2004,

en la ciudad de;BﬂthE'l. D.C. por Anita Escobar de Tamayo, Traduclora Oficial,
Res. 2177 de 19:}39, Ministerio de Justicia, Repablica de Colornbia

" PRALUCTOR DFICIAL
' HEADLLOHIN 2177
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Los abajo firnados, ABBOTT LABORATORIES , uns socledad organizada v existente
de conformidad con las leyes del Estado de I1linois, Estados Midos de América,

con domiicilio en 100 Abbott Park Road, Abbott Park, IL 60064 USA

nombramos per el presente a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYGC v/o
IGNACIO SANTAMARIA yfo ENRIQUE ALVAREZ, domicilados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No. 5-83, piso 8c., nuestros
representantes legales y verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
netificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales, con el fin de dar
cumplimiente al paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de 1671,

Los doctores ALICIA LLOREDA yio GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO
SANTAMARIA yio ENRIQUE ALVAREZ, o los apcderados que cualguiera de
ellos designe, guedan especiaimente facullados para representarnos ante las
autoridades colombianas, administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyc efecto les facultamos para dar
ante dichas autoridades todos los pases necesarios al objeto indicado; elevar
Solicitudes, declaraciones, reclamos, recursos y presentar desistimientos;
formular descripcionas, enmiendas, limitar el alcance de las solicitudes y 0s
registros, presentar oposiciones y apelaciones; mstaurar cancelaciones,
renunciar total o parcialmente a los registres, abonar todos los impuestos y
cuctas y efecluar tode otro pago determinade por la ley; recibir todos los
documentos y vaicres, dando el descargo raspective; llenar cualesquiera otros
requisitos y tomar, en fin, todas las medidas que creyeren conducenies al
resguardo de nuestros intereses; y adicionalmente quedan facultados para tomar
intervencién comeo demandantes ¢ demandados ante fos jueces que sean
competentes, pudiendo transar, someter a arbitros, desistir, percibir, conciliar v
apelar, con todas las demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valide ¥ buenc cuante dichos representantes
yio log apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio. - '

Asimisme, facultamos a los doctores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/io ENRIQUE. ALVAREZ, para solicitar
an la Oficina de Propiedad Industrial la protocolizacion de este documento y de
cualquier poder gue cualquiera de ellos oforgue a nombre nuestro.

¥
Dado y firmado el 12 de Julie de 2004 A T T e T ooty
FICOMO MOTARD SUXTO (8 it Ginc o b
w2 O B HASD COMETam uE g -
T IDE COM EL GRiE g h




under the laws of the State of Illinoi#, United Btatea of! América,

domiciled at 100 At-l:utt Park Road, Abbott Par_l-t_, iL 60084 USA

hereby appoint, ALICIA LLOREDA yio GUSTAVG TAMAYO yfo IGNACIO

SANTAMARIA yio ENRIQUE 'ALVAREZ, of Bogota, Colombia, with offices in

said town, Calle 72 Ng. 5-83, ‘Sixth Floor, pur true and legal répresentatives in

Bogota, with power 1o receive notifications and to appoint judicial or extrajudicial
agents, so as to comply wfth paragraph 1. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors  ALICIA LLOREDA y/o GUSTPNO TAMAYO vyfo IGNACIC

SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of them

appointed, are especially empowered to represent us befere the administrative,
judicial or police authorities of Colombid, in all proceedings pertaining to
industrial propatty, for which purpose we aithorize them to take before the said
authorities all the necessary steps for the said end; to file petitions; declarations,
claims, recourses and withdrawals, ’t::ut draw up specii cations; to file
amendments, to Iimit the scope of appllcatmns and registrations, fi Ie oppositions,
file cancellations total or partially waive reglsiratlcns to pay all installments and
effect all other payments prescribed by law;: I to receive propar recelpts to comply
with all other requirements and, in short, to take all those measures which they

" may deem fit for the protection of cur mterests and additionally we authonze said

agents to act on our behalf, as oomplamanEts as well as defendants before the
competent judges, with full powers to ‘make arrangements lta submit to
arbitraters, to desist, to collect, to concmalei to appeai and, in shart' with all such
further powers as may be required, and we hereby declare from now on as valid
and good all that said representatives anda‘or the agents by any one of them
appointed may do for our bensfit, :

Ve also authorize doctors ALICIA LL@F{EDA yio GUSTAVO lTAMA‘r’D ylo,

IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ to apply for prot ocolization of
thig document and of any power of attcrneyl by any one of them ccnferred in our
name, before the Office of Industrlal PFGDEI"L")'

Given and signed this 12" day of July, 2004,

’ .i
L F S t“! -g-h\_,eqﬁ—»-:r;," - ""?‘;@rt
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, ol : r.:l:-n'-rmt i
Lglra J. Schumcher | e it
Vice President, Secrelary and Deputy General Bt L T
Counsel

" The undersigned, ABBOTT LABORATORIES & ‘corporaticn, organiged and existing

L
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SPERINGEBLD, TELINOIS,

APQSTHLLE
{Cenvention de La Haye du 5 Qctobre 1961}

Country: United States of America
This public document
has been signed by TRINA LEE RUIZ
acting in the capacity of NOTARY PUBLIC, LJ}I{E COUNTY
bears the sealfstamp of STATE OF ILLINOIS
Certified

Springfield, illincis .

| JULY 20, 2004
by the Secretary of State, State of lllinots

No. 304vB11001

Seal/Stamp: 10,  Signature:
L A
JESSE WHITE
SECRETARY OFR-STATE ..o

STATE OF ELLl!ifg
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Es’tadcus Unidos de América
Estado de {ss
Condado de )
Hoy 12 de Julic de 2004  comparacié
Lavrs J. Schupacher , A GUien CONDZSo ¥
de guien me consta que firmé el anterior documento,
¥ quien debidamente juramentado declard y dije que
&l es Vice Presidenta, Secretaria y Asesora
de ABBOTT
LABORATOQRIES, la compafiis nombradaen el
dacurmento que antecede, una 5or:|edad .
debidaments organizada y exustente conforme a las
leyes del Estado de I1linois , Estados
Unidos de América, domicilada en Iz ciudad de
Abbort PiArk ,Condadode Lake .
Esiadode Illinois Estados  Unidos de
Amédica, Iega]mente constituida para un periodo de
duracién que atn no ha terininado, que ejerce su
ohjsto social conforme a las leyes del Estado  de
I11inois ., Estados Unidos de América,
gue el declarante esta autorizade por dicha
GCompafila para conferir este poder; que el sello
estampado por &] al pie de-tal poder, &n nombre'y en
representacion de la expresada Compaila, es el
sello oficial de ella; v que el chisto para el cual se
confiere este instrumento esta comprendido derntro
del de la sociedad.

El suscritc Notaro ha visio loz Estatutos de
incorporacion firmadns en  Chilcago

Estado dellldnedis |, confecha Sep) 12, 20;&]3,
y certifica que de conformdad cen la legislacién de
dicho Estado la anterior declaracidén juramentada es
prueba suficiente de que jos hechos sobre que ella
versa son cierlos o verdaderos, de o cusl da fe.

Motary Public (Notario Publico).

NOTARIAL-CERTIFICATE {CORPORATION)

United States of America
State of {ss

County of _ ' o

- Or this_12th day of 3 ¥ 2004
personally .
came

to.me known; and known to mie to be the person Who
sighed the. foregaing mstrumenl who being by me
gulx swom dH:I dejiose andi
CFE Enf ABBOTT
.LABORATDR ; » the company named within, 2
Corpora‘uon orgamzed arid 'existing under the laws of
tha Stete of I11inois Lnited
States of America, domiciléd at the City of Abhott Par‘k
Cotnty 6f iLake
State of 11 inois . United States of .hmenca
legally constituted for a panod of tenure not yet
ax¥pired, which exerciées |ts carparate purposes
‘according to the laws of 1he State of I1inois -,
United States of America; That the deponent is
authorized by said Company 16 confer this power of
atr:orney. that the ssal affi xed fereunto by the
depunent in the name and on behaff of said
Cc;rp::-rahon is tHe corporate séal thereof; and that the
purpose for which this mstrumént is granted is
mcluded within the corporate purposes of the
Company

The undemlgned Maotary Public has sesn the articles
of, Incorporatmn of said Corporation executed at
(Hicago . State of T1Tinois , under date of
Septeﬂber 12 2003 | , and heréby
r:ertn‘r’ ies that undar the laws of sald State the

fcregmng acknowledgment s sufﬁment proof that the

facts therein contzined are true which he atests,

Ly iy ekl oyl

! 3 CIFFiE’I.P.L SEAL 3

- } TRINA I.EE AUIZ

' ROTARY PUBLIC. STATE OF ILLINOIS
WY CDREMISSION EXPRER 8-11:2007
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TRADUCCICN OFICIAL No. 2004-10-21-542
DE UN DOCUMENTO PRESENTADC EN INGLES

PODER

l.egalizacian de un Poder de Representacién Legal, documento escriio en inglés v
en espafiol.

Cerlificado Notarial {Sociedad), documents también escrito en ingiés y en espanol

U.R. Nr. 2480/2004

Yo, Alfred Kluge, Notaric Pablico en Ludwigshafen/Rhine, Republica Federal de

Alemania, mediante el presente cerifico y confinmo queg las firmas que aparecan

anleriormente de

1. Seiior Andreas M. Dankers, Asesor Legal Senior &n Ludwigshafen/Rhing, a

quien conozco personalknente,

Senora Susanne Zimmermann, Asesora Legail en Ludwigshafen/Rhine, a

guien conazea personalmants,

son fieles y validas.

Después de verificar hoy un extracte certificado del registro de comercio

competente fechado el dia 13 de julio de 2004, por ¢l presente confirmo que el
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seftor Dankers y la sefiora Zimmermann son direciores guienss estan auterizados

para reprasentar conjuntamente a Abhott GmbH & Co. KG, Wiesbaden (Tribunaf

del Distriie de Wiesbaden/Alemania FHIR A 4888).

Ludwigshafen/Rhine, esle dia 26 de agosto de 2004,

(firma: legible)

Hay un sello rgjo. Notaria Pablico

Wer: 10 000, —Euros

Traducide segln mi mejor saber y entender, este dia 21 de octubre de
2004, en la ciudad de Bogots, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora

Oficial, Res. 2177 de 1984, Ministeno de Justicia, Repliblica de Colombia,
TRALUCTON OPICIAL
RESOLLCION 2177
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TRARUCCION OFICIAL No. 10450

de un documento ascrito en Aleman, efectuada por Luz Arriaga de Herber, rasolucidn del
Ministario de Justicia 599 de! 8 de marze 1678.- -

Traduccion de las apostila en asleman que se encuentran a3 continuacién det Cerificacdo
notarial (sociedad) en espaiiol e inglés de la existencia de la sociedad Abbott GmbH & Co
KG, domciiada en Wiesbaden, par el gotario de Ludwigshafen am Rhein, Alfred Kluge, que
$& encuentran a continuacion de un documento por medio del cual se otorga poder a ALICIA
LLOREDA yio GUSTAVO TAMAYO wia IGNACIO SANTAMARIA yio ENRIQUIE ALVAREZ,
domiciliados en la Calle 72 No. 5-83, Fiso 6, Bogota, Colombia. Dado y firmado &l 26 de
agosto 2004 en Ludwigshafen am Rhein, Alemania

APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobra 1861)

1. Pais: Repiblica Federal de Alemania
Este documento pablico
2. Ha side fimade por el notaric Alfred Kluge
3 Actuandc en calidad de notaric publice
4. Lleva el sello de! notaria de Ludwigshafen am Rhein, Aifred Kluge

Cerlificado

5. en Frankentha! (Pfalz)
&. el 30 de agosio de 2004
7. por el Presidente del Triunal Regional
8. bajo el No. 91 Eb - 1138-1140/04
9. Eeiio 10. Fuma
{Hila y oblea de! Tribunal Regional) p.e Fdo.. firma ilegible

{Ghristian Kbineke}

Juez del Tribunal Regional

Costas
Derechos 13,50 €
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Sigue en inglés certificacion de |a autenticidad de las firmas de los sefiores Danckers y
Zimmermann, representantes legales de Abbott GmbH & Co. KG, domicillada en
Wiesbaden, por el notario de Ludwigshafen am Rhein, Allred Kluge, bajo et No. 2480/2004
del 28 de agosto 2004,

APOSTILLE
{Convention de La Haye du & octobre 1851)

9. Pais: Republica Federal de Alemania
Este documento publico
2 Ha sido firmado por el notano Alfred Kluge
3. Aciuandn en calidad de notarip plblico
4. Lleva el selio del notario de Ludwigshafen amn Rhein, Alfred Kluge

. Cartificado
5. en Frankenthal (Ffalz)
6. et 30 de agosto de 2004
7. por el Presidente del Tribunal Regional
8. bajo et No. 91 Eb — 1138-1140/04

9. Sello 10. Firma
(Hilo y oblea del Tribunal Regional) p.e. Fdo: firma ilegible
(Chiistian Kéneke)

Juez del Trbunail Regional

Costas .
Derechos 13,50 €

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cusl se deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacién. -

Bogold, 21 de octubre 2004
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U'ss abale frmados, ABBOTT GmbH & Co. KG, una
sociedad organizada y existente de ¢onformidad con
fas leyes de Alemania.

condomicilio en  Max-Planck-Hing 2

65205 Wissbaren, Alemania,

nombranos por el preseante a ALICIA | LLOREDA vio
GUSTAYO TAMAYD vio IGNACIO SANTAMARIA
yio ENAIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogoia,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso Bo, nuesiros representantes |egales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para reciblr
nolificacionss y nombrar apoderados juodiciales o
axtrajudiciales, con el fin da dar cumplimiento al
paragralo 1o. del amculo 543 del decreto 410 de
1871.

Log doctoras ALICIA LLOREDA yio GUSTAVC
TAMAYO yo IGNACIO SANTAMARIA wo EMRIQUE
ALVAREZ, o los apodaractos gue cualquierg do sllos
designe, quedan especialnente facultados para
ropresenlarnos anta las autoridades colombianas,
administrativas, jodiciales o de policia, en todos los
rdmites ralativas a la propiedad fndustrial, a cuyo
alecto e facultamos para dar ante  dichas
autoridades lodos los pases necesarins al objelo
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
,tecursos ¥y presontar  desislimisntos; formular
descripciones, enmiendas, |Imitar el alcance de las

solicitudes, presentar oposiclones y apelacicnes;
instaurar  cancelaciones,  renuncdar tofal o
parcialmente a los ragistros, abonar tados los

impueslos v cuatas v efeciuar lodo otro pago
determinado por |a ley; recibir lodos los documentos
y valores, dando el dgscargo respsctivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tormar, .en fiM, lodas
las medidas gue creyaren conducentes al resguardo
de nuesiros intereses. y en caso de proticirse
oposicion, pasando las antecedentes a los tribunales,
guetan facultades para tomar intervencidn’ gomo
demandantes o demandados ante os jusces gue
v sean compeleniss, pudiendc transar, someter a
arhitros, desistir, pergitir v apslar, con todas fag
damas facultades gue resuiten necesarias, y por of
resente declaramos desde ahwora valido vy bueno
cuante dichos representanies yio los apoderadas que
cualquiera de allos n.umbra hiciaren en nuestro
beneficio.

Asimismp, lacultamos a los dogiores ALICIA
LLOREDA yio GUSTAVO TAMAYC vio IGNACIO
SANTAMARIA  wio ENRIQUE AEVAREZ,  para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacian de este documente y da cualquier
poder qua cualguiera de ellps olorgue a nombre
nuasiro.

Dadao y firmadao

T B T ——

. the scope of applicafions,

Feor-

FUbgm L OfRMER® my,wi'wn & Hﬂr
The undersigned, ABBOTT GmbH & Co. KG, a
corparation organized and existing under the laws of

Garmany.
domicitad at Max-Planck-Ring 2
65205 Wiesbaden, Germany.
heteby  appeint, ALICIA  LLGREDA  andfor

GUSTAVD TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 Mo. 5-83, Sixth
Floor, our true and iegal representalives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or exirajudicial agetits, so as 1o comply with
paragraph 1o. of article 543 of decrae 410 of 1671,

Doctors ALICIA LLOREBA andfor GUSTAVD
TAMAYD andior IGNACIO SANTAMARIA and/or
EMRIQUE ALVAREZ, or the agents by any wng of
them appointed, are asspecially empowsred to
represent us before the administrativa, judicial or
police aulhorities of Colomisa, in all procesdings
pertaining o lndustrial propeny, for which purpose we
autharize hem to take before tha gald authorifes all
the necassary steps for the said and; to file patilions,
declaralions, claims, recourses and withdrawals, 1o
draw up specliications; to file amendments, to limit
filr  oppositions; il
cancellations tolal or partially waive raglstrations, to
pay all installments and offect all other payments
prescribed by law; to recelvae proper receints, 1o
comply with all clhar requirements and, i short, to
iake all lhose measures which lhey may deem it lor
the protection of our interests; and in case of
opposilion, wharg the proceedings be pagsad aver to
the courts, we authorize said agenls to act on our
behalf, as complainarms as well as defendants, before
the compstent judges, wiih. full powers tn imake
arrangements, to submit to arbitralors, to desisi, to
collect, to appeal and, in shon, with all such further
powers as may ba required, and we heraby declare
from now on as wvalid and good all that said
representatives andfor the dgenls by any one of them

Rl T e T, -
appointed may do for aur bEﬂéflin:m ROTARIS SEArh D e

A€ BOG IS, MAYD CUNSTAR Rl LA
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2 MAY 2003
Wa'alst authorize doéi{frs”.& AHALLOREDA.
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andior  GUSTAVO. TAMANO,S RN GNACID
SANTAMARIA dind/or ENRIQLEME Aﬂﬁz,atwawhrm’k’“ﬁ%

for protocolization of this dochmeﬂtgand_,_jkgjmp}ygr .
of altarmay b by’ény ongof themeconfarred in our name,

before the Office of Induatrlm F’mp-arw
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CERTIFICARO NOTARIAL {(SOCIEDAD)

Wiegsbadan
{53

Hoy de de 200 |, comparecid
, 8 quien conozZco y
de quien me consia que firmd el anterior documento,
y quien dabidamente juramentado declard y dijo qua
gl 25
de ABBOTY GmbH & Co. KG, [a compaiia
nombrada en el documenio que anteceds, upa
sociedad debidaments  organizada y  sxislente
confarme a las leyes de Alemania, domigitiada en la
ciudad de Wiesbaden, Alemania; lagaimarnte
cunsliluida para un periodo de duracion gue ain no
ha terminads, que ejerce su objeto social; conlorme
a lag leyes c¢e Alemanla, gue ! Jeclarante esid
aulorizado por dicha GCompadla para penfetir esfe
poder; que el sello estampado por €l al pis ds tal
poder, en nombre y en reprasentacion de la
expresada Compafiia, es 8! sello oficial de elia; ¥ que
al ohjeio para el cual se confiers este instrumento
esla comprendido dontro del de la sociedad,
El suscrito Nofario ha visto fos Eslatulos de
incorporacian firmados en

con {echa . vy certiflca que de’extragiisporpennisien seic@onnysiorexecitagdnt of
conformidad con la legislacion de dicho Pais o register of commerce ' nder gale of 13-7.2{30. .

anterinr  declaracion  juramentada  es  prusba
suficients dg que los heghos sobre que ella versa son
ciartas o verdaderos, de locual da ie.

Notary Public {Notario Publice).

. o 4 T T
A T TR L R S
'g-:‘_é-ﬁo MoremiD SEMTD OFL CIRTULQ
% MErROGATE, HAGD CONSTAR GQUE LA 2
¥ agyOCORIA CHINCIBE CIH B ORisHALD
; QUE HE TEXIRG ALALETR 5
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NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION*

HATAEERREEN
Ludwigshafen {ss
: th :
Onthis 26 dayof Aunguat . 204,

porsgnallyindreas M.Danckers and Susanne Zin
cameto Knellstr., 67061 Ludwigshafen/ MM
to me known, and knawn fo me to be the persorswheo
signed the Ioregoiny instrumenl, who being by me
duly swamn did depose and say Th KhE

both directors ol ABBOTT GmbH & Co. KG,
the company named within, a Corporalion organized
and existing under the [aws of lhe Germany.
domicited at the Cily of Wiesbhaden, Germany.
legally constitvled Tor a period af fenure nal yel
expired, which exercises its corporate purpases
according lo lhe laws of Germany, that the deponenls
tscauthorized by said Company lo conler this power ol
attornay; thal the seal affixed hereunto by tha
deponent in the name and on behall of said
Corporalion is the corporate seal thereof; and lhal tha
purpose for which lhis instrumenl is granted is
included within 1he corporate purposes of the i

Company. a certified
The undersigned Nolary Pulblic has seend H?@mﬁs

and hereby cerlifies thal under the laws of said -
Country the [oregoing acknowledgment s sufficient
proof that the facts thersin contatmed are true, which
he atiests.

™ this Zﬁthday of August, 200}

\x_. notary public




U.R.Nx. 2480/2004

1, Alfred Kluge, notary public at Ludwigshafen/Rhine,
Federal Republic of CGerwmany, hereby testify and con-

firm that the foregoing signatures of

1. Mr. Andreas M. Danckers, Senior Counsel at

Ludwigshafen/Rhine, personally known to me,

2. Mrs. Susanne Zimmermann, Counsel at

Ludwigshafen/Rhine, personally known to me,

are true and valid.

After having checked today.-a certified extract of the
competent register of commerce dated 13% day of

July, 2004, I herewith confirm that Mr. BDanckers and

Mrs. Zimmermann are directors who are authorized to
jointly represent Abbott GmbH & Co. KG, Wieshaden

{(District Court of Wiesbaden/Germany HR A 4888) .

2004
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(Convention de La Have du 5 ocltobre 1961)
1.

2.

o0 o wuw

APOSTTIETL

Land : Bundesrepublik

biese 6ffentliche Urkunde
ist unterschrieben von Notar

Kluge: .
in seiner Eigenschaft
6ffentlicher Notar

sie ist versehen mit dem Siegel/Stempel
des Notars Alfred Kluge
in Ludwigshafen am Rhein

Bestatigt

in Frankenthal (pPfalz)

am 30. August 2004

durch den Préasidenten- des Landgerichts
unter Nr. 91 Eb - 1138-1140/04

Siegel/Stempel:

L E
Deutschland

als

10. Unterschrift
Im Auftrag

=

/ o
g s "
s ﬁf't-"\-«‘b-r/ ,‘

(Christian Koneke}
Richter am Landgericht

A

5

Kostenvermerk:
Gebilhr 13,50 €
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APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Land : Bundesrepublik Deutschland
Diese 6ffentliche Urkunde

2. ist unterschrieben von Notar -
Kluge

3. in seiner Eigenschaft als
dffentlicher Notar

4. sie ist versehen mit dem SlegeI/SLempel
des Notars Alfred Kluge
in Ludwigshafen am Rhein

Bestédtigt
5. in Frankenthal (Pfalz)
6. am 30. August 2004
7. durch den Présidenten des Landgerichts
8. unter Nr. 91 Eb - 1138-1140/04
9, Siegel/Stempel: 10. unterschrift
Im Auftrag
o

-~
4 / - .
/-/ /:,.’ /,-’ //

A A e

(otlon " E

...................

{(Christian Kéneke)

Richter am Landgericht

Kostenvermerk:
Gebihr 13,50 €
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@ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: {51) Int Cl; CO7K 16/18; AB1K 38/04
(22) Fecha de solicitud: 30-05-08 (71) Solicitante(s): ABBOTT LABORATORIES Y ABBOTT
GMBH & CO. KG
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
60,740,866 30-11-05 us
60/779,171 03-03-06 US |(72) Inventor{es): BARGHORN, Stefan; EBERT, Ulrich; HILLEN,
60/787,361 30-03-06 us Heinz, KELLER, Patrick; STRIEBINGER,
60/842,400 05-09-06 UsS Andreas y LABKOVSKY, Boris.

{74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limite inicio fase nacional: 30-06-08 (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de ta solicitud PCT Fecha: 07-06-07
Fecha de prasentacion de la solicitud: 30-11-06 N° publicacién: WO 2007/062852 A3

No. de solicitud: PCT/EP2006/011530

(54) Tituto: ANTICUERPOS ANTI-GLOBULOMERO AB, PORCIONES DE UNION A ANTIGENO DE ESTOS, HIBRIDOMAS
CORRESPONDIENTES, ACIDOS NUCLEICOS, VECTORES, CELULAS HUESPED, METODOS PARA PRODUCIR DICHOS
ANTICUERPOS, COMPOSICIONES QUE COMPRENDEN DICHOS ANTICUERPOS, USOS DE DICHOS ANTICUERPOS, Y

METODOS PARA USAR DICHOS ANTICUERPOS

Resumen - Reivindication{es):

Reivindicacién namero 1.-

Anticuerpo que tiene una afinidad de unidn por un globuldémero AB(20-42) que es mayor que la afinidad de unidn del anticuerpo por un
globulémero AR(1-42).

Reivindicacién numero 65.-

E! anticuerpo de a reivindicacion 1, donde e! anticuerpo comprende al menos una CDR que comprende una secuencia de aminoécidos
seleccionada del grupo que consiste en 10§ residuos de aminodcidos 31-35 de SEQ D N® 3, los residuos de aminoacidos 50-66 de
SEQ ID N° 3, los residuos de aminoacidos 99-108 de SEQ ID N° 3, los residuos de amino4cidos 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 1D N° 4, los residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ
ID N° 7, los residuos de aminoécidos 50-66 de SEQ ID N° 7, los residuos de aminoacides 97-109 de SEQ ID N° 7, los residuos de
aminodcidos 24-39 de SEQ ID N° 8, los residuos de aminoécidos 55-61 de SEQ ID N° 8, los residuos de aminoacidos 94-102 de SEQ
ID N° 8, las residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ 1D N° 11, los residucs de aminoéacidos 50-65 de SEQ 1D N° 11, los residuos de
aminoécidos 98107 de SEQ ID N° 11, los residuos de aminoacidos 24-39 de SEQ ID N° 12, lcs residuos de aminoacidos 55-61 de
SEQ 1D N° 12, los residuos de aminoacidos 94-102 de SEQ 'D N° 12, los residuos de aminoacidos 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 amino4cidos 56-62 de SEQ ID N° 16, los residuos de aminodcidos 95-103 de SEQ ID N° 16,
los residucs de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 19, tos residuos de aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 19, los residuos de
aminoacidos 99-109 de SEQ ID N° 19, los residuos de amingacidos 24-39 de SEQ ID N° 20, los residuos de amino&cidos 55-61 de
SEQ ID N° 20, los residuos de aminodcidos 94-102 de SEQ ID N® 20, los residuos de aminoéacidos 31-35 de SEQ 1D N° 23, los
residuos de aminocidos 50-66 de SEQ 1D N° 23, los residuos de aminoacidos 99-109 de SEQ ID N° 23, los residuos de aminoacidos
24-39 de SEQ ID N*® 24, los residuos de aminoacidos 55-61 de SEQ ID N° 24, los residuos de amincacidos 94-102 de SEQ ID N° 24,
fos residuos de aminodcidos 31-35 de SEQ ID N° 27, los residuos de aminoacides 50-65 de SEQ ID N° 27, los residuos de
aminoacidos 98-101 de SEQ ID N° 27, los residuos de amino4cidos 24-39 de SEQ ID N° 28, Ios residuos de amino4cidos 55-61 de
SEQ 1D N° 28, los residuos de aminoacidos 94-102 de SEQ ID N° 28, los residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 31, ios
residuos de aminoacidos 50-66 de SEQ D N° 31, los residuos de amincacidos 99-107 de SEQ ID N® 31, los residuos de aminoécidos
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 residucs de aminoacidos 31-35 de SEQ 1D N° 35, los residuos de aminodcidos 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 !0 N° 36, los residuos de aminoacidos 95-103 de SEQ ID N° 36, los residuos de aminodcidos 31-35 de SEQ 1D N° 38, los
residuos de aminodcidos 50-66 de SEQ 1D N° 38, y los residuos de amino&cidos 98-109 de SEQID N° 38.

1%



Solicitud Intermacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/011530

Casilla [T Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacion del item 2 de
la primera hoja)

Este Reporte de Bisqueda Intermacional no ha sido establecido respecto a cicrtas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(a) por las siguicntes razones:

1. [ ] Reivindicaciones Nos.:

porque sc relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

2. [ Reivindicacioncs Nos.: . . .
porque se relacionan con partes de la Solicitud Intemacional que no cumplen con los requisitos
prescrilos hasta tal grado que no se pucde levar a cabo una blisqueda internacional significativa,

especificamente:

3. [] Rcivindicaciones Nos.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estdn disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera
oracién de la Regla 6.4(a).

Casilla IT1 Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacion det item 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd invenciones miltiples en esta solicitud internacional, asl:

ver hoja adicional

1. D Puesto que todos los dercchos de blisqueda adicionales requeridos fucron pagados oportunamente por
el solicitante, cste informe de busqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas las reivindicaciones investipables pudieron invesligarse sin eslucrzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

3 D Puesto que sélo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por
¢l solicitante, cste informe de bisqueda internacional cubre Gnicamente agucllas reivindicacioncs para
las cuales se pagaron derechos, cspeciiicamente las reivindicaciones Nos,:

4. |X] El solicitante no pagd oportunamente los derechos de basqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de basqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicacioncs; estd cubierto por las reivindicaciones Nos,:

1-69, 88-89 (parcialmente), 91-116 (parcialmentc)

Comentario sobre Protesta D Las taritas adicionales de busqueda estaban acompafiadas por la protesta del
solicitante.

D Ninguna protusta acompaiiaba ¢l pago de tarifas adicionales de bisqueda.

A1



INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA/210

Esta Autoridad de Bisqueda Internacional encontréd multiple (grupos de) invencionces en esta
solictlud interacional, como siguc:

1. reivindicaciones: 1-69, 88-89 (parcialmente), 91-116 (parcialmente)

Anticucrpos que tiencn una afinidad ligante a un globulémero A-beta (20-42)
que cs mayor que la afinidad ligante dcl anticuerpo a un globulémero A-beta (1-
42), mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, acidos nucleicos que los
codifican, veclores y células hospederas que contienen estos acidos nucleicos,
métodos para producirlos, composiciones quc los conticnen y sus usos en terapia
y diagnostico.

2. reivindicaciones 70-77, 88-89 (parcialmentc), 91-116 (parcialmente)

Anticucrpos que comprenden al menos un dominio variable que tiene una
sccuencia aminoécido selcecionada de los grupos de Seqq- Idd. Nos. 3-4, 7-8, 11-
12, 15-16, 19-20, 23-24, 27-28, 31-32, 35-36 v 38, milades ligantes del anfigeno
de estos anticuerpos, dcidos nucleicos que los codifican, vectores y células

hospedcras que contienen estos acidos nucleicos, métodos para producirlos,
composiciones que los contienen y sus usos en terapia y diagnostico.

3. reivindicuciones 78, 88-116 (parcialmente)

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por ¢l namero de
deposito ATCC PTA-7241, mitades ligantes del anligeno de estos anticucrpos,
hibridomas que los producen, 4cidos nucleicos que los codifican, vectores y
células hospedcras que contiencn estos dcidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los contienen y sus uses en terapia y diagnostico.

4, reivindicaciones 79, 88-1106 (parcialmente)

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por ¢l nimero de
deposito ATCC PTA-7239, mitades ligantes del anfigeno de estos anticucrpos,
hibridomas que los producen, dcidos nucleicos que los codifican, vectores y
células hospedcras que contiencn estos 4Acidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los contienen vy sus usos en lerapia y diagnostico.

5. reivindicaciones 80, 88-116 {parcialmente)

Anticuerpo monoclonal obtentble de un hibridoma dcsignado por el ndmero de
depésito ATCC PTA-7240, mitades ligantes del anfigeno de cstos anticuerpos,
hibridomas que los producen, acidos nuclcicos que los codifican, vectores y
células hospcderas que conticnen estos dacidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y diagnostico.
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6. rcivindicaciones 81, 88-116 (parcialmente)

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el nimcro de
deposito ATCC PTA-7242, mitades ligantes de! anfigeno de ecstos anticuerpos,
hibridomas que los producen, acidos nucleicos que los codifican, vectores y
células hospederas que contienen estos 4cidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los conticnen y sus usos en terapia y diagnostico.

7. reivindig:aciones 82, 88-116 (parcialmentc)

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el nimero de
depdsito ATCC PTA-7408, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos,
hibridomas que los producen, dcidos nucleicos que los codifican, vectores y
células hospederas que contienen estos acidos nucleicos, métédos para
producirlos, composiciones que los conticnen ¥ sus usos en terapia y diagnoéstico.

8. reivindicacioncs 83, 88-110 (parcialmente)

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el numero de
depésito ATCC PTA-7409, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos,
hibridomas que los producen, acidos nucleicos que los codifican, vectores vy
células hospederas que contienen cstos acidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en lerapia y diagnoéstico.

9. reivindicaciones 84, 88-116 (parcialmentc)

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el numero de
deposito ATCC PTA-7405, mitades ligantes del anfigeno de estos anttcuerpos,
hibridomas que los producen, 4cidos nucleicos que los codifican, vectores y
células hospedcras que contienen cstos 4cidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y diagnostico.

10. reivindicaciones 85, 88-116 (parcialmentc)

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el namero de
depdsito ATCC PTA-7809, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos,
hibridomas que los producen, dcidos nucleicos que los codifican, vectores y
células hospederas que contienen estos dcidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los conticnen y sus usos en terapia v diagndéstico.

11. reivindicaciones 86, 88-110 (parcialmente)

23



INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE  PCT/ISA/210

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el namero de
deposito ATCC PTA-7810, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos,
hibridomas que los producen, é4cidos nucleicos que los codifican, vectores y
células hospcderas que contienen estos dacidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y diagnostico.

12. reivindicaciones 87, 88-116 (parcialmente)

Anticuerpo monoclonal obtcnible de un hibndoma designado por ¢i nimero de
depésito ATCC PTA-7851, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos,
hibridomas que los producen, dcidos nucleicos que los codifican, vectores y
células hospederas que contienen estos acidos nucleicos, métodos para
producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y diagndstico.
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Box I Observations where certain clalms were found unsearchabte (Cantinuation of item 2 of first sheel)

This Inte:national Saarch Report has not baan catablished in raspect of certaln daims under Adticlo 47(2)(a) for the foflowing raasons:

1. D Ctalms Nos.:

because Uny relate to subject matier not required to be searchad by this Authorlly, namaly:

2. D Clalms Nos.:
becausa they relate to pants of the Intsrnational Application thal do not comply with the prescribed requirements to such
an axtant that no meaningful international Search can be carded out, spacificaily:

3. D Claims Nos.:
because they are dependant clalms end are not drafted in accordance with the gacand and thind saniences of Rula 8.4{a).

Box lll Observations where unity ot invention ia lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Intamational Ssarching Authodity fotind muttple tnventions in this Intemational eppfication, ag follows:

see additional sheet

1. At all reguirad addiional search fees were timaly paid by the applicant, this International Search Raport covers all
searchable clalms.

2. D As all searchable clalms coukd be searched withotit affort jJustifying an additional fee, thig Authorily did not invita paymant
ot any additional fee.

3. As anly somo of the required addlional saarch faes wers timely paid by the applicant, thig International Search Raport
covars only those caims tor which fees were pad, spacifically claims Nos.:

4. m No required additional search leas were tmely pald by the applicant, Consgquently, this International Saarch Raport is
restricted i tha irvantion first mentionad in tha claims; &t 18 covered by claims Nos.:

1-69, 88-89 (partially), 91-116 (partially)

Romark on Protest D The edditionat search fees wers acoompanied by the epplicant's protast.

D No protest accompartied the paymen: of addhional search fees.
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This International Searching Authority found multipie (groups of)
inventions in this internatfonal application, as follows:

1. claims: 1-69, 88-89 (partially), 91-116 (partially)

Antibodies having a binding affinity to an A-beta (20~42)
globulomer that {s greater than the binding affinity of the
antibody to an A-beta (1-42) giobulomer, antigen-binding
moieties of these antibodies, nucleic acids encoding them,
vectors and host cells containing these nucleic acids,
methods of producing them, compositions containing them and
their uses in therapy and diagnostics.

2. claims: 70-77, 88-89 {partially), 91-116 (partially)

Antibodies caomprising at least a variable domain having an
amino acid sequence selected from the groups of Seqq. ldd.
nos. 3-4, 7-8, 11-12, 15-16, 19-20,, 23-24; 27-23, 31-32,
35-36 and 38, antigen-binding moieties of these antibodies,
nucleic acids encoding them, vectors and host cells
containing these nucleic acids, methods of producing them,
compositions containing them and their uses in therapy and
dtagnostics.

3. claims: 78, 88-116 (partialiy)

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7241, antigen-binding moieties of
these antibodfes, hybridomas producing them, nucleic acids
encoding them, vactors and host cells containing these
nucleic acids, methods of producing them, compositions
containtng them and their uses in therapy and diagnostics.

4, claims: 79, 88-116 (partially)

Monocclonal antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7239, antigen-binding moieties of
these antibodies, hybridomas producing them, nucleic acids
encoding tham, vectors and host cells containing these
nucleic acids, methods of producing them, compositions
containing them and their uses in therapy and diagnostics

5. claims: 80, 88-116 (partially)

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7240, antigen-binding moieties of
these antibodies, hybridomas producing them, nucleic acids
encoding them, vectors and host cells containing these
nucleic acids, methods of producing them, compositions
containing them and thefr uses in therapy and diagnostics
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6. claims: 81, 88-116 (partially)

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7242, antigen-bDinding moleties of
these antibodies, hybridomas producing them, nucleic acids
encoding them, vectors and host cells containing these
nucteic acids, methods of producing them, compositions
containing them and their uses in therapy and diagnostics

7. claims: 82, 88-116 (partially)

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7408, antigen-binding moieties of
these antibodies, hybridomas producing them, nucleic acids
encoding them, vectors and host ceils containing these
nuclelc acids, methods of producing them, compositions
“containing them and their uses in therapy and diagnostics

8. claims: 83, 88-116 (partially)

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7409, antigen-binding moieties of
these antibodies, hybridomas producing them, nucleic acids
encoding them, vectors and host cells containing these
nucleic acids, methods of producing them, compositions
containing them and their uses in therapy and diagnostics

[EN——

9. claims: 84, 88-116 (partially)

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7405, antigen-binding mojeties of
these antibodies, hybridomas producing them, nucieic acids
encoding them, vectors and host cells containing these
nucleic acids, methods of producing them, compositions
containing them and their uses in therapy and diagnostics

10. claims: 85, 88-116 (partially)

Monoclonal antibody cbiainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-780%, antigen-binding mojeties of
these antibodies, hybridomas producting them, nucleic acids
encoding them, vectors and host cells containing these
nucleic acids, methods of producing them, compositions
containing them and their uses in therapy and diagnostics

———

~11. claims: 86, 88-116 (partially)
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Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7810, antigen-binding moieties c¢f
these antibodies, nybridomas producing them, nucleic acids
encoding them, vectors and host cells containing these
nucleic acids, methods of producing them, compositions
~containing them and their uses in therapy and diagnostics

12. claims: 87, 88-116 (partialiy)

Monocional antibody obtainable from a hybridoma designated
by ATCC deposit number PTA-7851, antigen-binding moleties of
these antibodies, hybridomas preducing them, nucleic acids
encoding them, vectors and host cells containing these
nucteic acids, methods of producing them, compositions
containing them and their uses in therapy and diagnostics
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OPINION ESCRITA DELA : Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/011530

Casilla No.1 Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, csta opinién ha sido establecida sobre las bases de:
{X) 1a solicitud internacional en cl idioma en cl cual se present6

D una traduccion de la solicitud internacional en , ¢l cual es el idioma de una traduccién proporcionada
para los propé6sitos de busqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoacida revelada en la solicitud internacional y necesaria -
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segun: '

a. tipo de material:

X un listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

B4 en formato escrito
en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:
X contenido en la solicitud internacional segin se registrd.
X registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la biasqueda..
3. [ Ademds, en el caso en que mds de una version o copia de un listado de secuencia y/ o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segiin sc presentd 0 no va mas alld

de la solicitud scgun se registrd, segun lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales;

Forma PCT/ISA /237 (Abril 2005)
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v OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/ 011530

Casilla No. LI No establecimiento de opinidn respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencion reivindicada parece ser novedosa, comprender un nivel inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a: |

[ toda la solicitud internacional,
B4 reivindicaciones Nos. 112-113

porque:

(] dicha solicitud internacional, o dichas reivindicacioncs Nos. se refieren a la siguiente materia objeto la cual
no requicre un examen preliminar internacional (especificar):

[ 1a descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacién) de dichas
reivindicaciones Nos. son tan poco claros que no se podria formar una opinién significativa (especificar):

. O las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos. son sustentadas tan inadcecuadamente por la descripcién
que no se podria formar una opinién significativa.

PJ no se ha establecido ningun reporte de busqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos. 112-113

[J no pudo establecerse una opinién significativa sin el listado de secuencia; el solicitante, dentro del limite de
tiempo prescrito, no:

(] .suministré un listado de secuencias en papel para cumplir con el estandar para ello provisto en el Anexo C
dc las Instrucciones Administrativas, y dicho listado no estuvo disponible para la Autoridad Internacional
de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

fJ suministré un listado de secuencias en formato electronico para cumplir en ef estondar para ello provisto en
el Anexo C de las Instrucciones Administrativas y tal listado no estuvo disponible para la Autoridad
Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta,

[J pagé !a tarifa de suministro tardio para el suministro de un listado de secuencia en respuesta a una
invitacién de acuerdo con las Reglas 13t¢r.1(a) o {(b).

{J no pudo establecerse una opini6n significativa sin las tablas relacionadas con los listados de secuencias; cl
solicitante, dentro del limite de tiempo prescrito, no suministré dichas tablas en formato electrénico para
cumplir con los requisitos técnicos para ello provisios en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas y
dichas tablas no cstuvieron disponibles para la Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y
manera aceptable para ésta.

] !as tablas que se relacionan con el listado de secuencias de aminoacidos y/o nucledtidos, si estén solamente en
formato electrénico, no cumplen con los requisitos técnicos para clo provistos en el Ancexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

(] Ver Casilla Suplementaria para detalles adicionales

Forma PCT/I1SA/ 237 (Abril 2005)



OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/ 011530

Casilla No. IV Falta de unidad de invencién

1. X En respuesta a la invitacién (Forma PCT/ISA/206) para pagar derechos adicionales, ¢l solicitante ha, dentro
del limite de tiempo aplicable:

(O pagado derechos adicionales.
[J pagado derechos adicionales bajo protesta y, donde aplique, el derecho de protesta.
(] pagado derechos adicionales bajo protesta pero el derecho de prolesta aplicable no pagado.

X  no pagado derechos adicionales.

2. [] Esta Autoridad encontré que el requisito de unidad de invencién no se ha cumplido y escogié no invitar al
solicitante para que pague derechos adicionales.
3. Esta Autoridad considera que cl requisito de unidad de invencién de acuerdo con las Reglas 13.1,13.2 y 133 es
{7 seha cumplido.
BJ  no se ha camplido por las siguientes razoncs:
ver hoja separada
4. Por consiguiente, este reporte ha sido establecido con respecto a las siguicntes partes de la solicitud internacional:

] todas las partes.

] las partes que sc relacionan con las reivindicaciones Nos. 1-69, 88-8Y (parcialmente), 91-116 (parcialmente)

Casilla No. V  Afirmacién razonada bajo 1a Regla 43bis.1{a}(i) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracion

Novedad (N) Si:  Reivindicaciones

No: Reivindicaciones 1-69, 88-89, 91-111, 114-116

Nivel inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-69, 88-89, 91-111, 114-116
Aplicabilidad Industrial (IA)  Si: Reivindicaciones 1-69, 88-89, 91-111, 114, 116

No Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Forma PC1/ISA /237 (Abril 2005)



OPINION ESCRITA DELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2006/011530

Casilla No. VI Ciertos documentos citados

1.  Ciertos documentos publicadus (Reglas 43brs.1 v 70.10)

y/o
2. Descripciones no escritas (Reglas 43bis.1 v 70.9)

ver forma 210

Forma PCT/ISA/ 237 (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No,
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/011530
(HOJA SEPARADA)

Re ftem III
No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las reivindicaciones 112-113 se relacionan con la materia objeto que esta Autoridad considera que
estd cubierta por la disposicion de la Regla 67.1(iv) PCT. Por consiguiente, no se formulara
ninguna opinién respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas
reivindicaciones {(Articulo 34(4)(a)(1) PCT).

Re item IV
Falta de unidad de invenciéon

Se considera que el problema objetivo implicito en la presente solicitud es proporcionar
anticuerpos alternativos capaces de unir la proteina amiloide A-beta de la enfermedad de
Alzheimer y por lo tanto producir efectos de diagndstico y terapéuticos sobre la enfermedad en
cuestion. La solucién propuesta por el solicitante ha sido proporcionar anticuerpos que tengan
mayor afinidad por el globulémero A-beta (20-42) que por el globulomero A-beta (1-42) de la
proteina amiloide del Alzheimer. Del documento WO-A-2004067561, de la misma compaiiia que el
presente, puede verse que los globulémeros que caben dentro de la definicion anterior (es decir,
globulémeros A-beta (20-42) de la proteina amiloide del Alzheimer han sido preparados
(reivindicacién 11) y se fabricaron anticuerpos dirigidos contra ellos (reivindicacion 34). Puesto
que el problema objetivo ya habia sido formulado en la fecha de prioridad y las soluciones a él, la
superposicion con el propuesto en la presente solicitud, habfa sido revelado, no puede reconocerse
ningan concepto inventivo coman para la materia objeto de la presente solicitud. La Divisién de
Basqueda ha identificado varios sujetos diferentes, inicamente el primero de los cuales ha sido
buscado. Para cada biisqueda adicional deben cancelarse honorarios de basqueda. La lista de los
sujetos identificados se proporciona a continuacién.

Sujeto 1: reivindicaciones 1-69, 88-89 (parcialmente), 91-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Los anticuerpos que tienen afinidad de union con un globulémero A-beta (20-42) que es mayor
que la afinidad de unién del anticuerpo a un globulémero A-beta (1-42), mitades ligantes del
anfigeno de estos anticuerpos, acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas
que contienen estos dcidos nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen
¥ sus usos en terapia y diagnéstico.

Forma PCT/15A /237 (Hoja Separada) (Hoja 1) (EPO-Abril 2005)



OPINION ESCRITA DE LA _ Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/011530
(HOJA SEPARADA)

Sujeto  2: reivindicaciones 70-77, 88-89 (parcialmente), 91-111 (parcialmente), 114-116
(parcialmente).

Anticuerpos que comprenden al menos un dominio variable que tiene una secuencia aminoécido
seleccionada de los grupos de Seqq- 1dd. Nos. 3-4, 7-8, 11-12, 15-16, 19-20, 23-24, 27-28, 31-32, 35-36
y 38, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, dcidos nucleicos que los codifican,
vectores y células hospederas que conticnen estos acidos nucleicos, métodos para producirlos,
composiciones que los contienen y sus usos en terapia y diagnoéstico.

Sujeto 3: reivindicaciones 78, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el nimero de depdsito ATCC
PTA-7241, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que contienen estos acidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y
diagnéstico.

Sujeto 4: reivindicaciones 79, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el nimero de dep6sito ATCC
PTA-7239, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que conticnen estos acidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y
diagnéstico.

Sujeto 5: reivindicaciones 80, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el namero de depésito ATCC
PTA-7240, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que conticnen estos acidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contiencn y sus usos en terapia y
diagnéstico.

Forma PCT/ISA /237 (Hoja Separada) (Hoja 2) (EPO-Abril 2005)



OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/ 011530
(HOJA SEPARADA)

Sujeto 6: reivindicaciones 81, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el niimero de depésitc ATCC
PTA-7242, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que contienen estos acidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y
diagnéstico.

Sujeto 7: reivindicaciones 82, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el nimero de depésito ATCC
PTA-7408, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que contienen estos &dcidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y
diagnostico.

Sujeto 8: reivindicaciones 83, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el numero de depésito ATCC
PTA-7409, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que contienen estos acidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y
diagndstico.

Sujeto 9: reivindicaciones 84, 88-111 (parcialmentc), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el nimero de depésito ATCC
PTA-7405, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que contienen estos 4cidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen vy sus usos en terapia y

diagnéstico.

Sujeto 10: reivindicaciones 85, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Forma PCT/1SA /237 (Hoja Separada) (Hoja 3} (EPO-Abril 2005)

4



OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/011530
(HOJA SEPARADA)

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el ntimero de depésito ATCC
PTA-7809, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que contienen estos dcidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y
diagnostico.

Sujeto 11: reivindicaciones 86, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el nimero de depésito ATCC
PTA-7810, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
acidos nucleicos que los codifican, vectores y células hospederas que contienen estos acidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y
diagnéstico.

Sujeto 12: reivindicaciones 87, 88-111 (parcialmente), 114-116 (parcialmente).

Anticuerpo monoclonal obtenible de un hibridoma designado por el ntimero de depésito ATCC
PTA-7851, mitades ligantes del anfigeno de estos anticuerpos, hibridomas que los producen,
Acidos nucleicos que los codifican, vectores v células hospederas que contienen estos dcidos
nucleicos, métodos para producirlos, composiciones que los contienen y sus usos en terapia y
diagnostico.

Re ftem V
Afirmacion razonada respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial; citaciones
y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

Se hace referencia al siguiente documento:
D1:  WO-A-2004067561 (Abbott GmbH & Co.), 12 de Agosto de 2004.

1) El solicitante ha proporcionado anticuerpos que se dice que exhiben una mayor afinidad por el
globulémero A-beta (20-42) que por el globulémero A-beta (1-42) de la proteina amiloide del
Alzheimer. Del documento WO-A-2004067561, de la misma compafiia que el presente, puede
verse que los globulémeros que caben dentro de la definicion anterior (es decir, globulémeros de
A-beta (20-42) de la proteina amiloide del Alzheimer han sido preparados (reivindicacién 11) y se
fabricaron anticuerpos dirigidos contra ellos (reivindicacion 34). Por lo tanto, las reivindicaciones
1-69, 88-89, 91-111 y 114-116 son objetadas bajo el Art. 33(2) PCT porque no son novedosas.

Forma PCT/15A/237 (Hoja Separada) (Hoja 4) (EPO-Abril 2005)
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(HOJA SEPARADA)

2) Se considera que el problema objetivo implicito en la presente solicitud es proporcionar
anticuerpos alternativos capaces de unir la proteina amiloide A-beta de la enfermedad de
Alzheimer y por o tanto producir efectos de diagnéstico y terapéuticos sobre la enfermedad en
cuestion. La solucién propuesta por el solicitante ha sido proporcionar anticuerpos que tienen
mayor afinidad por el globulémero A-beta (20-42) que por el globulémero A-beta (1-42) de la
proteina amiloide del Alzheimer. Del documento WO-A-2004067561, de la misma compaiia que el
presente, puede verse que los globulémeros que caben dentro de la definicion anterior (es decir,
globulomeros A-beta (20-42) de la proteina amiloide del Alzheimer han sido preparados
(reivindicacion 11) y se fabricaron anticuerpos dirigidos contra ellos (reivindicacion 34). Puesto
que el problema objetivo ya habia sido formulado en la fecha de prioridad, es evidente para la
persona versada disefiar soluciones alternativas, incluyendo la materia objeto de las presentes
reivindicaciones 1-69, 88-89, 91-111 y 114-116, que por consiguiente son objetadas bajo el Art. 33(3)
PCT porque les falta nivel inventivo.

3) Las reivindicaciones 1-69, 88-89, 91-111 y 114-116 tienen aplicabilidad industrial bajo el Art.
33(4) PCT.
Re item VI

Ciertos documentos citados

Ciertos documentos publicados

Solicitud No. Fecha de publicacién Fecha de radicaciion Fecha de prioridad (reivindicacion
Patente No. (dia/ines/aiio) (di/mes/ano) valida)
(din/mes/ano)
WO-A-2006094724 14-9-2006 3-3-2006 5-3-2005

Forma PCT/I5A /237 (Ioja Separada) (Hoja 5) (EPO-Abril 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2006011530

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of;
1 the international application in the language in which it was fited

O atranslation of the international appiication into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nucleotide andlor amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been gstablished on the basis of:

a. type of material;
a sequence fisting
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
£ on paper
® in slectronic form
c. time of fllingfurnishing:
& contained in the international application as filed.
[ filed togsther with the inlernationai appfication in electronic form.
‘D fur‘r;isheﬁ sﬁbsequelntty to -lhis .l.\‘uthority‘lm the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or furnished, the required statemeats that the information in the subsequent or additional
copigs is identical to that in the application as filed or does not go bayond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Form PGCTISA’ 237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2006011530

Box Na. lll Non-gstablishment ot opinion with regard to novelty, inveniive step and industrial
applicability

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

1 the entire international appfication

& claims Nos. 112-113

because.

0O the sald international appiication, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an international search (speciiy).

O the description, claims or drawings (ndicate particular elements befow) or said ¢laims Nos.  are $o unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

0 the claims, or said cléims Nos. are so inadequatsly supported by the description thal no meaningful opinion
could be formed (specify).

& nointernational search report has been established for the whola application or for said claims Nos.
112-113

0 a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the appiicant did not, within the
prescribed time limit;

(3 turnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
_Authority in a form and manner acceptable to it

O turnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Adminlistrative Instructions, and such listing was not available to the international Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fes for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or {b).

0 ameaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the apphicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in elaectronic form complying with the technical
requiroments provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner accaptable to it

0 the tables related to the nucleatide andior amino ackd sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technicat requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

3  See Supplemental Box for turther details

Form PCTASAS 237 {April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2006011530

Box No. IV Lack of unity of invention

1. In response to the invitation {Form PCTASAR06) to pay additional tees, the applicant has, within the
applicable time limit:

€] paid additional fees
0] paid additional faes under pratest and, where applicable, the protest fee
O paid additional fees under protest but the applicable protest lee was not paid
& not paid additional fees
2. O This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not te invite
the applicant to pay additional fees.

é% 3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

0O complied with
& not complied with for the following reasons:

sge separate sheet
4 Cansequently, this repart has been established in respect of the following parts of the international application:

O alf parts.

‘1A the parts relating to claims Nos. 1-69, 88-89 (paria| 1-116 iall

Box No. V  Reasoned statement under Rule 43bfs.1(a)}{i) with regard to novelty, inventlve step or
industrial applicabillly, citations and explanations supporting such statement

% 1. Statement

Novelty (N} Yes: Claims
No: Claims 1-69, 88-89, 91-111, 114-116

Inventive step (IS) Yos: Claims
No. Claims 1-69, 88-89, 91-111, 114-116

Industrial applicability (1A) Yas: Claims 1-69, 88-89, 91-111, 114-116
No: Claims

2. Ciations and explanations

Form PCTASAS 237 {April 2005)
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International application No.
PCTEP2006/011530

Box No. V1 Cenrtain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and /or
2. Non-written disclosures {Rulgs 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Form PCTASAS 237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/011530

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

Claims 112-113 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of. Rule 67.1(iv) PCT. Cansequently, no opinion wil! be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(!) PCT).

Be ltem IV

Lack of unity of invention

The objective problem underlying the present application is considered to provide
alternative antibodies able to bind the A-beta amyloid protein of Alzheimer disease and
therefore elicit diagnostic and therapeutic effects on the disease in question. The solution
proposed by the applicant has been to provide antibodies having a greater affinity for the
globulomer A-beta (20-42) than for the globulomer A-beta (1-42) of the Alzheimer amyloid
protein. From the document WQC-A-2004067561, from the same company as the present
ong, it can be seen that globulomers fitting in the above definition (i. e. globulomers of
A-beta (20-42) of the Alzheimer amyloid protein have been prepared (claim 11) and
antibodies directed against them were manufactured (claim 34). Since the objective
problem had been already formulated at the priority date and sclutions to it, overlapping
with the one proposed in the present application, had been disclosed, no common
inventive concept can be recognized for the subject matter of the present application. The
Search Division has identified several different subjects, only the first of which has been
searched. For every additional search a search fee will be due. The list of the identified
subjects is provided below.

Subject 1: claims 1-69, 88-89 (partially), 91-111 (partially), 114-116 (partiatly).

Antibodies having a binding affinity to an A-beta (20-42) globulomer that is greater than the
binding aifinity of the antibody to an A-beta (1-42) globulomer, antigen-binding moieties of
these antibodies, nucleic acids encoding them, vectors and host cells containing these
nucleic acids, methods of producing them, compositions containing them and their uses in

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheot 1) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/011530

therapy and diagnostics.
Subject 2: claims 70-77, 88-89 (partially), 91-111 (partially), 114-116 (partially).

Antibodies comprising at least a variable domain having an amino acid sequence selected
from the groups of Seqq. idd. nos. 3-4, 7-8, 11-12, 15-16, 19-20,, 23-24,.27-28, 31-32,
35-36 and 38, antigen-binding moieties of these antibodies, nucleic acids encoding them,
vectors and host cells containing these nucleic acids, methods of producing them,
compositions containing them and their uses in therapy and diagnostics.

Subject 3: claims 78, 88-111 (partially), 114-116 {partially).

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC depasit number
PTA-7241, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids enceding them, vectors and host cells containing these nucleic acids,
methods of producing them, compasitions containing them and their uses in therapy and
diagnostics.

Subject 4: claims 79, 88-111 (partially), 114-116 (partially).

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC deposit number
PTA-7239, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids encoding them, vectors and host cells containing these nucleic acids,
methods of producing them, compositions caontaining them and their uses in therapy and
diagnostics.

Subject 5: claims 80, 88-111 (partially), 114-116 (partially).

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC depaosit number
PTA-7240, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nuclei¢ acids encoding them, vectors and host cells containing these nucleic acids,
methods of producing them, compositions containing them and their uses in therapy and
diagnostics.

Form PCT/SAR3T {Separate Sheet) (Sheet 2) (EPQ-April 2005)
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Subject 6: claims 81, 88-111 (partially), 114-116 (partially).

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC deposit number
PTA-7242, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids encoding them, vectors and host cells containing these nucleic acids,
methods of producing them, compositions containing them and their uses in therapy and
diagnostics.

Subject 7: claims 82, 88-111 (partially), 114-116 (partialiy).

@ Monoclonal antibedy obtainable from a hybridoma designated by ATCC deposit number
PTA-7408, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids encoding them, vectors and host cells containing these nucleic acids,
methods of producing them, compositions containing them and their uses in therapy and
diagnostics.

Subject 8: claims 83, 88-111 (partially), 114-116 (partially).

Manoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC deposit number
PTA-7409, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids encoding them, vectors and host cells containing these nucleic acids,
methods of producing them, compositions containing them and their uses in therapy and
diagnostics.

Subject 9: claims 84, 88-111 (partially), 114-116 (partially).

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC deposit number
PTA-7405, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids encoding them, vectors and host celis containing these nucleic acids,
methods of producing them, compositions containing them and their uses in therapy and
diagnostics.

Subject 10: claims 85, 88-111 (partially), 114-116 (partially).

Form PCTASA/237 {Separats Shaet) (Shest 3) (EPO-April 2005)
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Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC deposit number
PTA-7809, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids encoding them, vectors and host cells containing these nucleic acids,
methads of producing them, compositions centaining them and their uses in therapy and
diagnostics.

Subject 11: claims 86, 88-111 (partially), 114-116 (partially).

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC deposit number
PTA-7810, antigen-binding moieties of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids encoding them, vectors and host cells containing these nucleic acids,
methods of produging them, compositions containing them and their uses in therapy and
diagnostics.

Subject 12: claims 87, 88-111 (partially), 114-116 (partially).

Monoclonal antibody obtainable from a hybridoma designated by ATCC deposit number
PTA-7851, antigen-binding moielies of these antibodies, hybridomas producing them,
nucleic acids encoding them, vectors.and host cells containing these nucteic acids,
methods of producing them, compositions containing them and their uses in therapy and
diagnostics.

Re item V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

Retference is made to the following document:
D1: WO-A-2004067561 (Abbott GmbH & Co.), 12 August 2004.
1) The applicant has provided antibodies said to exhibit a greater affinity for the giobutomer

A-beta (20-42) than for the globulomer A-beta (1-42) of the Alzheimer amyloid protein.
From the document WO-A-2004067561, from the same company as the present one, it

Farsn PCTASA/R37 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 200S)
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can be seen that globulomers fitting in the above definition (i. e. gicbulomers of A-beta
(20-42) of the Alzheimer amyloid protein have been prepared (claim 11) and antibodies
directed against them were manufactured (claim 34). Therefore claims 1-69, 88-89, 91-111
and 114-116 are objected to under Art. 33(2) PCT because they are not novel.

2) The objective problem underlying the present application is-considered to provide
alternative antibodies able to bind the A-beta amyloid protein of Alzheimer disease and
therefore elicit diagnostic and therapeutic effects on the disease in question. The solution
proposed by the applicant has been to provide antibodies having a greater affinity for the
globulomer A-beta (20-42) than for the globulomer A-beta (1-42) of the Alzheimer amyloid
protein. From the document WO-A-2004067561, from the same company as the present
one, it can be seen that globulomers fitting in the above definition (i. e. globulomers of
A-beta (20-42) of the Alzheimer amyloid protein have been prepared (claim 11) and
antibodies directed against them were manufactured (claim 34). Since the objective
problem had been already formulated at the priority date, it is evident for the skilled person
to devise alternative solutions to it, including those including the subject matter of present
claims 1-69, 88-89, 91-111 and 114-116, which are as a consequence objected to under
Art. 33(3) PCT since they lack inventive step.

3) Claims 1-69, 88-89, 91-111 and 114-116 are endowed with industrial applicability under
Art. 33(4) PCT.

Re ltem Vi

Certaln documents cited

Certain published documents

Application No Publication date Fillng dato Priosity date (vaid claim)
Pateni No (day/month/year) {day/monttyear) {day/menth/year)
WQO-A-2006094724 14-9-2006 3-3-2006 5-3-2005

Form PCTASA/237 {Separaie Sheet) (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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ANTICUERPOS ANTI-GLOBULOMERO AB, PORCIONES DE UNION A
ANTIGENO DE ESTOS, HIBRIDOMAS CORRESPONDIENTES, ACIDOS
NUCLEICOS, VECTORES, CELULAS HUESPED, METODOS PARA
PRODUCIR DICHOS ANTICUERPOS, COMPOSICIONES QUE
COMPRENDEN DICHOS ANTICUERPOS, USOS DE DICHOS
ANTICUERPOS, Y METODOS PARA USAR DICHOS ANTICUERPOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Anticuerpos anti-globulomero A, porciones de unidn a antigeno de
éstos, hibridomas correspondientes, acidos nucleicos, vectores, células
huésped, métodos para producir dichos anticuerpos, composiciones que
comprenden dichos anticuerpos, usos de dichos anticuerpos, y métodos para
usar dichos anticuerpos.
La presente invencion se relaciona con anticuerpes anti-globulémerc AR que
tienen una afinidad de union por el globulémero AR(20-42) que es mayor que la
afinidad de unién del anticuerpo por el globulomero AB(1-42), porciones de
unién a antigeno de éstos, hibridomas que producen dichos anticuerpos, acidos
nucleicos que codifican dichos anticuerpos, vectores que comprenden dichos
acidos nucleicos, células huesped que comprenden dichos vectores, métodos
para producir dichos anticuerpos, composiciones que comprenden dichos
anticuerpos, usos de dichos anticuerpos en terapia y diagnéstico, y métodos
correspondientes relacionados con la enfermedad de Alzheimer y otras

amiloidosis.

5t



ANTICUERPOS ANTI-GLOBULOMERQ AB, PORCIONES DE UNION A
ANTIGENO DE ESTOS, HIBRIDOMAS CORRESPONDIENTES, ACIDOS
NUCLEICOS, VECTORES, CELULAS HUESPED, METODOS PARA
PRODUCIR DICHOS ANTICUERPOS, COMPOSICIONES QUE
COMPRENDEN DICHOS ANTICUERPOS, USOS DE DICHOS
ANTICUERPOS, Y METODOS PARA USAR DICHOS ANTICUERPOS

La presente invencion se relaciona con anticuerpos anti-globulémero AB,
porciones de union a antigeno de éstos, hibridomas que producen dichos
anticuerpos, acidos nucleicos que codifican dichos anticuerpos, vectores que
comprenden dichos acidos nucleicos, células huésped que comprenden dichos
vectores, métodos para producir dichos anticuerpos, composiciones que
comprenden dichos anticuerpos, usos de dichos anticuerpos en terapia y
diagnéstico, y metodos correspondientes, relacionados con la enfermedad de
Alzheimer y otras amiloidosis.

En 1907, el meédico Alois Alzheimer describié por primera vez las
caracteristicas neuropatolégicas de una forma de demencia nombrada
posteriormente en su honor (Alzheimer 19807). La enfermedad de Alzheimer
(AD) es la causa de demencia mas frecuente entre las personas de edad, con
una incidencia de aproximadamente 10% entre la poblacién con una edad
superior a 65 anos. Al aumentar la edad, también aumenta |a probabilidad de
contraer la enfermedad. En el mundo hay aproximadamente 15 millones de
personas afectadas, y se espera que los incrementos en la expectativa de vida
resulten en el aumento de la cantidad de personas enfermas hasta

aproximadamente el triple durante |as siguientes décadas.
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Desde un punto de vista molecular, la enfermedad de Alzheimer (AD) se
caracteriza por el deposito de proteinas agregadas de forma anormal. En el
casc de las placas amiloides extracefulares, estos depdsitos consisten
principalmente en filamentos de péptidos B amiloides, en el caso de las redes
neurofibrillaares intracelulares (NFT) de la proteina tau. El peptido B amilaide
{A[) surge de la proteina precursora -amiloide merced a un corte proteolitico.
Este corte es efectuado pt,;rr la actividad cooperativa de vartas proteasas,
denominadas a, B y y-secretasa. El corte resulta en una cantidad de
fragmentos especificos con distintas longitudes, Las placas amilcides consisten
principalmente en péptidos con una longitud de 40 § 42 aminodacidos (AR40,
Ap42). El producto de corte dominante es AR4(%: sin embargao, AR42 tiene un
efecto téxico mucho mas fuerte,

Los depdsitos amiloidas cerebrales.y las alteraciones cognitivas muy
similares a las observadas en la enfermedad de Alzheimer también san
caracteristices del stndrome de Down (trisomia 21), que ocume con una
frecuencia de aproximadamente 1 cada 800 nacimientos.

La hipdtesis de la cascada amiloide de Hardy y Higgins postula que |a
produccidn incrementada de ABR(1-42} resulta en la formacién de protofibrllas vy
fibrilas, los componentes principales de las placas AR, donde estas fibrillas son
respangables de los sintomas de la enfermedad de Alzheimer. A pesar de la
comrelacidén baja enire la severndad de la demencia y la carga de placas AR
depositadas, esta hipdtesis fue favorecida hasta hace poce tiempo. El
descubrimiento de formas solubles de AR en los cerebros con AD, que se
correlacianan mejor con los sintormas de la AD que lz carga de placas, ha

resultade en una hipotesis revisada de |a cascada amiloide.



La inrmunizacion activa con péptidos AR ha resultado en una reduccion
de 1z formacién, y farmbién en la disalucion parcial de las placas exstentes, Al
mismo tiempeo, resulta en el alivio de los defectos coghitives en modelos de
ratones transgénicos APP.

También se verificd una reduccidn de la carga de placas AR para la
inmunizacion pasiva con anticuerpos dirigidos a ks péptidos Af.

Los resultades de una prueba de fase lla {ELAN Corporaticn Pic, San
Francisco Sur, CA, EEUU, ¥y Dublin, Reing Unide) de inmunizacion activa con
AN-1792 (péptido AR(1-42) en una condicién de agregacion fibrilar) sugieren
que |a infmunoterapia dirigida 2 les peptlidos AR fue exitosa. En un subgrupe de
30 pacientes, el progreso de |a enfermedad se vio reducido significativamente
en pacientes con una titulacion positiva de anticuerpos anti-AB, medida de
acuerdo con los Indices MMSE y DAD. Sin embargo, este estudic fue
interrumpido  debido a los efectos colaterales serios, en forma
meningoencefalitis (Bennett y Holtzman, 2005, Neurology, 64, 10-12).

La meningoencefalitis fue caractenzada por la neurcinflamacion y la
infiliracidn de células T en el cerebre. Presumiblemente, esto se debid a una
respuesta inmune mediada por células T, inducida por el rechazo de AR{1-42)
como antigeno. Esta respuesta inmune no habria de esperarse después de una
inmunizacidn pasiva, Hasta la fecha, no hay datos clinicos disponibles con
referencia & esto. Sin embarge, con referencia a este abordaje pasivo, se
invacaron riesgos de inmunizacién relacionades con el perfl de efectos
colaterales, que se basé en estudios preclinicos en ratones APP23 muy viejos
que recibieron un anticuerpo dirigido contra un epitope N-terminal de AB(1-42)

una vez por semana durante 5 meses. Eslos ratones presentaron Un



incremento en {a cantidad y la severidad de microhemorragias en comparacion
con los animales control tratados con solucién salina (Pfeifer et al.,, 2002,
Science, 298, 1379). También se describié un incremento comparable en las
microhemorragias en ratones Tg2576 y PDAPP muy viejos (de mas de 24
meses) (Racke et al., 2005, J Neurosci, 25, 629-636; Wilcock et al. 2004, J.
Neuroinflammation, 1(1).24; De Mattos et al.,, 2004, Neurobiol. Aging
25(82):577). En ambas cepas de ratones, la inyeccion de anticuerpos resulté
en un incremento significativo de las microhemorragias. En contraste, un
anticuerpo dirigido contra la regién central del péptido AB(1-42) no indujo
microhemorragias (de Mattos et al., supra). La ausencia de induccién de
microhemorragias fue asociada con el tratamiento con anticuerpos que no se
unieron al proteina AR agregado en forma de CAA (Racke et al., J Neurosci, 25,
629-636). Sin embargo, el mecanismo exacto que resulta en las
microhemorragias en ratones transgénicos para APP aun no ha sido
comprendido. Presumiblemenmte, la angiopatia amiloide cerebral (CAA) induce
o al menos agrava las hemorragias cerebrales. La CAA esta presente en casi
todos los cerebros con enfermedad de Alzheimer, y aproximadamente 20% de
los casos se consideran como “CAA severa’. Por consiguiente, la inmunizacién
pasiva deberia tener por objeto evitar las microhemorragias al seleccionar un
anticuerpo que reconociera la region central o carboxiterminal del péptido AB.
En WO2004/067561 se describen oligémeros AP(1-42) estables
(globulémeros AB(1-42)) y anticuerpos dirigidos especificamente contra los
globutdomeros. La digestion con proteasas no especificas demuestra que el
globutomero AB puede digerirse comenzando con el extremo N hidrofilico que

sobresale de la estructura globular principal (Barghorn et al.,, 2005, J

6l



Neurochem, 95, 834-847). Estos globulémeros AR con un corte N terminal
(globuldomeros AB(12-42) y AB(20-42)) representan la unidad estructural basica
de este oligémero AB. Son antigenos muy potentes para la inmunizacién activa
de conejos y ratones que resulta en ftitulaciones de anticuerpos elevadas
(W02004/067561). La funcion patolégica principal de las formas de AB con
cortes N terminales in vivo ha sido sugerida en diversas publicaciones recientes
donde se describié su existencia en cerebros con AD (Sergeant et al., 2003, J
Neurochem, 85, 1581-1591; Thal et al., 1999, J Neuropathol. Exp Neurol, 58,
210-216). Durante la digestion in vivo pueden participar determinadas
proteasas halladas en el cerebro, por ejemplo, la neprilisina (NEP 24.11) o ia
enzima degradadora de insulina (IDE) (Selkoe, 2001, Neuron, 32, 177-180).

Un objeto de la presente invencién fue proporcionar anticuerpos dirigidos
contra globulémeros AR que permitieran mejorar el desempeno cognitivo de un
paciente sometido a inmunoterapia, y que al mismo tiempo reaccionaran
solamente con una pequefa porcion del péptido A completo en el cerebro. Se
espera que esio prevenga una alteracion sustancial del equilibrio de Af en el
cerebro y resulte en menos efectos colaterales (por ejemplo, se ha observado
una reduccién cuestionable desde el punto de vista terapéutico en el estudio de
inmunizacién activa con péptidos AB en una condicion de agregacién fibrilar
(prueba ELAN con AN1792)). Mas aun, en esta prueba se observaron efectos
colaterales severos en forma de meningoencefalitis.

La presente invencion soluciona. este problema al proporcionar
anticuerpos especl(ficos para globuldmeros que poseen una afinidad elevada

por formas truncadas de globuldmeros AP. Estos anticuerpos permiten



discriminar no solamenie otras formas de péptides AR, particulamente
mendmeros y fibrillas, sino también formas no truncadas de globulémeros AR.

For ende, |a presente invencion se relaciona con un anticuerpo que tiene
una afinidad de unidn por un glebuldmero AB(20-42) que es mayor que la
afinidad de unidn de este anticuerpo por un globuldmerc AR(1-42).

Ademas, |13 presente invencidn se relaciona con un anticuerpa que tene
una afinidad de unidn por un globuldmero AR(20-42) que es mayor que la
afinidad de unién de este énticuerpu por un globulémero AR{12-42).

De acuerds con una realizacion particdlar, la invencidn se relaciona cah
anticuerpos gue tienen una afinidad de unidn por el globulémera ABR{20-42) que
es mayor que |a afinidad de union del anticuerpo por el globuldmero AR(1-42) v
el globulémero AB(12-42).

En la presente documentacion, e término "AR(X-Y)" hace referencia a la
secuencia de aminoacidos desde fa posicion del amincacide X hasta la
posicion del amincdacido Y de la proteina B amiloide humana, incluyendo X e 'Y,
~en particular, la secuencia de aminoacidos desde |a posicion del aminoacido X
hasta la posicidon del aminoacido Y de |la secuencia de aminodcidos
DAEFRHDSGY EVHHQKLVYFF AEDVGSNKGA IGLMVGGVYY AT  (gue
corresponde a las posiciones de los aminodcidos 1 a 43), o cualquiera de sus
variantes de ocurrencia natural, en particular, aquellas con al menos una
mutacién seleccionada del grupo que consiste en A2T, HGR, D7N, A21G
{'Flemish™, E22G {"Arctic”), E22Q ("Dufch™), E22K ("ltalian”), D23N ("lowa®},
AAZT y A42V, donde los nameros se basan en el inicio del péptido AR,
incluyendo la posicion X y la posicién Y, o una secuencia con hasta tres

sustituciones de aminoacidos adicionales, ninguna de las cuales puede
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prevenir la formacgion del globuldmero, preferiblemente sin sustituciones de
aminoacidos adicionales en la porcion entre el aminodcido 12 o X, el que sea
mayor de ambos, v el amincdcide 42 o Y, el que sea mencr de ambos, mas
prefariblemente sin susfituciones de amincacidos adicionales en la porcion
entre el aminoacido 20 o X, el que sea mayor de ambas, y &l aminoacido 42 o
Y, el que sea menor de ambos, ¥ mas preferiblemente sin sustituciones de
aminoacidos adicionales en la porcion entre el aminoacido 20 ¢ X, ! que sea
mayor de ambos, ¥ el aminoacide 40 o Y, el que sea menor de ambas, donde
en la presente documentacion, una sustitucion de amincacida “adicional’ es
cualguier desviacién de la secuencia cancnica que no puada hallarse en la
naturaleza.

Mas especificamente, el término "AB{1-42)" hace referencia en la
presente docurnentacion a la secuencia de amincdcidos antre la posicidn del
aminoacido 1 y la posicién del aminoacido 42 de la proteina B amiloide
humang, incluyends 1 y 42, en particular, la secuencia de¢ aminoacidos
DAEFRHDSGY EVHHQKLYFF AEDVGESNKGA IGLMVGGYV |A, o cualquiera
de sus variantes de ocurrencia natural, en particular, agugllas con al menos
una mutacién seleccionada def grupo que consiste en A2T, HBR, O7N, A21G
{("Flemish™), E22G ("Arctic’), E22Q (*Dutch"}, E22K ("Italian™, D23N {"lowa™,
A42T y A42V, donde Ios nimeros se basan en el inicio del péptide AR,
incluyendo 1 y 42, o0 una secuencia con hasta tres sustituciones de
aminoacidos adicionales, ninguna de las cuales pueds prevenir la foermacian del
globulomere, preferiblemente sin sustituciones de aminodcidos adicicnales en
la porcién entre €l aminoacido 20 y &l amincacido 42. Bel mismo modo, e!

termine “AR(1-40)" hace referencia en la presenta docurnentacion a la
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secuencia de aminpacidos entre la posicion del amincacide 1 v la posicion del
aminoacide 40 de la proteina B amiloge humana incluyende 1 y 40, en
particular, la secuencia de amincacidos DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF
AEDVGENKGA 1IGLMYGGYY o cualguiera de sus variantes de ocurrencia
natural, en particutar, aguellas con al menos una mutacion seleccionada del
grupo que consiste en A2T, HBR, D7N, A21G ("Flemish™), E22G (“Arctic'},
E22C (“Dutch™), E22K (“ltalian™, y D23N {"lowa"), donde los narneros se basan
en el inicio del peptido AR, incluyendo 1 y 40, ¢ una secuencia con hasta tres
sustituciones de aminoacidos adicionafes, ninguna de las cuales puede
prevenir la formacion del globulémero, preferiblemente sin sustituciones de
aminoacidos adicionales en la porcion entre el aminoacido 20 y gl amingdcido
4Q,

Mas especlficamente, el termino “"AB{12-42)" hace referencia en la
presente documentacién a la secuencia de aminodcidos entre |a posicion del
aminodcido 12 y la posicidn de! aminoacido 42 de la proteina B amiloide
humana, incluyende 12 y 42, en paricular, la secuencia de aminodcidos
VHHOKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMYGGYY 1A o cualguiera de sus i.rariantes
de ocurrencia natural, en particular, aquellas con al menos una mutacion
seleccionada del grupo que consiste en A21G {"Flemish™), E22G (“Arctic"},
E22Q (*Dulch"), E22K ("Mtalian™, D23N {“lowa"), A42T y A42V, donde los
namerps se basan en el inicio del péptido AR, incluyendo 12 y 42, ¢ una
secuencia con hasta tres sustituciones de amincacidos adicionates, ninguna de
las cuales puede prevenir la formacion del globulémero, preferiblemente sin
sustituciones de aminoacidos adicionales en la porcidn entre el arminoacido 20

y &l aminoacido 42.



Mas especificamente, el térming “AJB{20-42)" hace referencia en la
presente documentacidn a la secuencia de amincacidos entre fa posicién del
amingacide 20 y la posicion del aminoacido 42 de la proteina B amiloide
humanz, incluyendo 20 y 42, en particular, la secuencia de aminoacidas F
AEDVGSNKGA IIGLMVYGGYY 1A, o cualguiera de sus variantes de ocurrencta
natural, en particular, aquellas con al mencs una mutacion seleccionada del
grupo gue consiste en A21G .{“Flemish"). E22G (“Arctic”), E22Q ("Dutch”), E22K
{("ltalian"}, D23N {“lowa™), A42T y A42V, donde fos numeéros se basan en el
inicio del péptido AR, incluyendo 20 y 42, © una secuencia con hasta tres
sustituciones de aminoacidos adicionales, ninguna de las cuales puede
prevenir la formacidn del glebulémero, preferiblemente sin sustituciones de
aminoacidos adicionales.

E! termino ‘globuldmerc ABIX-Y) (oligdmere globular AB(X-Y)) hace
referencia en la presente documentacién a una asociacion no covalente,
globular y soluble de peptidos AB{X-Y), como se los definid con anterioridad,
aue posee homogeneidad y caracter(sticas fisicas distintivas. De acuerdo con
un aspecto, los globuldmeros AB(X-Y} son ensamblajes oligoméricos no
fibrilares estables de péptidos AB(X-Y)} que s& obtienen por medio de una
incubacion con detergentes anidnicos. En contraste con los mondmeras y [as
fibrillas, estos globuldmeros se caracterizan par una cantidad definida de
subunidades de ensamblaje (por ejemplo, formas de ensamblaje tempranas, n
= 4-6, "oligdomeros A®, y formas de ensamblaje tardias, n = 12-14, “cligbmeros
B", como se describe en WO2004/067561). Los globuldmeros tienen una

estructura tridimensional de tipo globular {"glébule fundido”, véase Barghorn et

fo
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al_, 2005, J Neurochem, 95, 834-847}. Ademas, pueden caracterizarse por una
o méas de ios siguientes parametros:

- posibilidad de separacion de los amineacidos N-terminales X-23 debido a ia
accion de proteasas promiscuas (tales como termolisina o endoproteinasa
GIUC), lo que proporciona formas truncadas de globuldmeros,

- ausencia de accesibiidad de los aminodcides de C-terminales 24-Y a |as
proteasas promiscuas y [0s anticuerpos;

- las formas truncadas de estos globuldmeros mantienen la estructura
tridimensional principal de dichos glebulomeros con una mejor accesibilidad del
epitope principal AB20-Y) en su conformacion de glabulémero.

De acuerdo con la invencién, y en particular con el propdsito de evaluar
las afinidades de unidn de los anticuerpos de la presente invencion, €l término
*globulomero  AR(X-Y)" hace referencia en particular en & presents
documentacion a un producto que se abtiene con un proceso como se describe
en WO 2004/067561, que se incorpora en la presente documentacion a modo
de referencia.

Dicho proceso comprende desplegar un peéplide AS(X-Y) natural,
recombinante o sintético, a un derivado de éste; exponer el péptdo AR(X-Y) al
menos parcialmente desplegado AB{X-Y), o un derivado de éste, a un
detergente, reducir la accién del detergente: y cantinuar la incubacién.

Con el abjeto de desplegar el péplido, pueden aplicarse agentes que
rompen enlaces hidrégeno, tales como, por ejemple, hexafluoroisopropanol
{HFIP), sobre la proteina. Son suficientes pericdos de accidén de unos pocos
minutos, por ejemplo, entre aproximadamente 10 y 60 minutos, cuando la

termnperatura de la accion es de entre 20 y S0°C, y en particular entre
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aproximadamente 35 y 40°C. La disolucitn subsiguiente del residue evaperado
hasta la sequedad, preferiblemente en una forma concentrada, en solventes
organicos miscibles con amortiguadores acucsos, tales como, por ejemplo,
dimetil sulféxido (2MSO), resulta en una suspensian del paptido desplegado al
mencs parcialmente, o ! derivado de éste, que puede Usarse posteriormente.
De ser necesario, la suspensién madre puede almacenarse a baja temperatura,

por ejemplo, a aproximagdamente -20°C, por un periodo intermedio.

Comeo alternativa, el péptido, © e derivado de éste, puede tomarse en
una solucion ligeramente acida, preferiblemente acuosa, por ejemple, en una
solucion de HCI aproximadamente 10 mil. Después de un periodo de
incubacion que comunmente g5 de unos pocos m[nutﬁs, los componentes
insolubles se eliminan por centrifugacion. Unos pocos minutos a 10000 G
sirven para cumplir dicho objetivo, Estos pasos del metodo prefernblemente se
llevan a cabo a temperatura ambiente, es decir, a una temperatura en e} rango
de entre 20 y 30°C. El sobrenadante obtenido después de la centrifugacién
contiene el péptido AR(X-Y), 0 el denvado de este, v puede almacenarse a baja
temperatura, por ejemplo, a aproximadamente -20°C, por un perfodo

intermedio.

La exposicion posterior a un detergente tiene por objete la
pligamerizacion del péptido, o el derivado de éste, para obtener un tipo
intermedio de oligdmeras (denominados oligdmeros A en WO 2004/067561).
Con este fin, se aplica un detergente sotwe el peplido desplegado al menos
parcialmente, o el derivado de éste, hasta que se ha producido suficiente

cligémero intermedic.

Se prefiere el uso de detergentes idnicos, en particular, detergentes
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anionicos.

De acuerdo con una realzacion particular, se usa un detergente da

férmula {:

R-X,

donde

el radical R es un alguilo nc ramificado o ramificado gue tiene entre 6 v 20, v
preferiblements entre 10 y 14 Atomos de carbong, o un aiquenile ramificado o
ramificado que tene entre 6 y 20, y prefenblemente entre 10 y 14 atomos de
carbono,

el radical X es un grupo acide, o una sal de éste, donde X preferiblementa se
selecciona entre -COOM’, -50,™M*, ¥ especialmente -050; M*, ¥ M* es un
catidn  hidrégene o un  catidn  inorganico o organico  ssleccionado
preferiblemente entre cationes de metales alcalinos y metales alcalines térreos,
y cationas de amonio.

Resultan ventajosos los detergentes de formula (1) donde R es un alguilo
no ramificado, de los cuales ha de hacerse la mencidn particular de Ios
radicales algu-1-ila. En particular, se prefiere el dodecil sulfato de sadio (SDS).
También puede usarse ventajosamente acido téurico y acido oleico. La sal de
sodio del detergente launisarcosina (también conocido come sarcosil NL-30 o
Gardol® también es particularmente ventajosa.

El periods de accidn del detergente depende en particular de si el
péptido somehdo a la oligomenzacion, o el denvado de éste, se ha desplegado
o NG, ¥ en el primer casg, en qué medida. Si, de acuerdo con el paso de
despliegue, el péptide o el dervado de éste ha sido tratado con antelacién con

un agente para romper enlaces hidrdgeno, es decir, en particular, con
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hexaflucroisopropancl, son suficientes pericdos de accian en el rango de unas
pocas horas, ventajosamente entre aproximadamente 1 v 20, ¥ en particular
entre aproximadamente 2 y 10 horas, cuando la temperatura de la accidon es de
entre aproximadamente 20 y 50°C, y en particular entre aproximadamenta 35 v
40°C. 51 como punto inicial se usa un peptido menos desplegado o un peptido
esencialmente no desplegade, ¢ un derivado de éste, han de ser necesarios
periodos de accion mas prolengados. Si el peptido o el derivado de éste han
sido sometidos a un tratamiento previo, por ejemplo, de acuerdo con el
procedimiento indicads con anterioridad, come alternativa al tratamiento con
HFIP, o si dicho péptido, o el derivado de &ste. ha sido sometido directamente
a una oligomenizacion, son suficientes pericdos de accidn en &l rango de entre
aproximadamente 5 y 30 horas, y en particular, entre aproximadamente 10 y 20
horas, cuando la temperatura de accidn es de entre aproxmadaments 20 y
50°C, y en particular, entre aproximadamente 35 y 40°C. Después de la
incubacion, los componentes insolubles se eliminan ventajosamente por
centrifugacién. Para esto son suficientes unos poces minutos a 10000 G,

La concentracion de detergente a elegir depende del detergente usado.
Si se usa 5DS, resulta apropiada una concentracion en el rango de entre 0,01 y
1% en pesc, preferiblemente entre 0,05 v 0.5% en peso, por ejemplo, de
aproximadamente ¢,2% en peso. Si se usa acido laurico o dcido oleico, han de
necesitarse concentraciones algo mayores, por ejemplo, en el rango de entre
0,05 ¥ 2% en peso, preferiblemente entre 0,1 y 0,5% en peso, por ejemplo, de
aproximadamente 0,5% en peso.

La accidn del detergente deberia tener lugar a una concentracion de sal

aproximadamente en el rango fisioldgico. Por lo tanto, en particular, resultan
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Utiles concentraciones de NaCl en ef rango de entre S0 y 500 mM,
preferiblemsnte entre 100 y 200 mM, v en particular de aproximadamente 140
mbA.

La reduccion subsiguiente de la accidn del detergente y la continuacién
de la incubacién tienen por objeto continuar con la oligomerizacidn para
obtener el globulomero AR(X-Y) de la invencion (canocido en WO 2004/067 561
como oligémero B). Caomo la compesicién obtenida en el paso de preparacion
contiene detergente vy la concentracidn de sal se haila en el rango fisiclégico, es
necesario reducir la accion del detergente, y preferiblemente, también ia
concentracidn de sal. Esto puede realizarse reduciendo la concentracion del
detergente y la sal, por gjemplo, por medic de una dilucién, preferiblemente con
agua o-un amortiguador con una concentracién de sal baja, por ejemple, Tris-
HCL, pH 7,3. Los factores de dilucién en el rango de entre aproximadamente 2 y
10, ventajosamenteé en el rango de entre aproximadamente 3 y 8, y en
particular, de aproximadamente 4, han probado ser apropiados. La reduccion
de la accion del detergente también puede efectuarse agregando sustancias
que pueden neutralizar la accidon de dicho detergente. Los ejemplos de estas
sustancias Incluyen sustancias capaces de formar complejos con los
detergentes, tales como sustancias capaces de estabilizar las ceiulas en &
transcurse de los procedimientos de purificacion y extraccidn, por ejemplo,
cepoiimeras de blogues EQ/PO particulares, en particular, el copolimero de
bloques con la marca comercial Pluronic® F 88 Del mismo modo, pueden
usarse alguil fenoles alcoxdados, y en particular, etoxilados, tales como |os t-
octiifenoles etoxilados de la serie Triton® X, en particular, Triton™ X100, 1-

propansulfonate de 3-{3-cofamidopropildimetilamonio} (CHAPS®), o &steres de

1
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acidos grasos con sorbitan alcoxilados, y particular, etoxilados, tales como
aquellos de la serie Tween® en particular, Tween® 20, en rangos de
concentracion aproximadamente iguales o superiores a la concentracién critica
de las micelas.

Después, la solucién se incuba hasta que se ha producido una cantidad
suficiente del globulémero AB(X-Y) de la invencién. Son suficientes periodos de
accion en el rango de varias horas, preferiblemente en el rango de entre
aproximadamente 10 y 30 horas, y en particular, en el rango de entre
aproximadamente 15 y 25 horas, cuando la temperatura de la accidon es de
entre aproximadamente 20 y 50°C, y en particular, entre aproximadamente 35 y
40°C. Después, la solucidon puede concentrarse, y los residuos posibles pueden
eliminarse por centrifugacién. En este caso también son utiles unos pocos
minutcs a 10000 G. El sobrenadante obtenido después de la centrifugacion
contiene un globuldbmero AB(X-Y) de la invenciédn.

Finalmente, un globulémero AB(X-Y) de la invencién puede recuperarse
de una manera conocida se, por ejemplo, por ultrafiltracion, dialisis,
precipitacion o centrifugacion.

Ademas, es preferible si la separacion por electroforesis de los
globulémeros AB(X-Y) bajo condiciones de desnaturalizacion, por ejemplo, por
SDS-PAGE, produce una banda doble (por ejemplo, con un pesc molecular
aparente de 38/48 kDa para AB(1-42)), y es especialm‘ente preferible si al
realizar el tratamiento con glutardialdehido de los globuldmeros antes de la
separacion de estas dos bandas, dichas bandas se fusionan en una. También
es preferible que la cromatografia de exclusion por tamaiio de los globulémeros

resulta en un solo pico (por ejemplo, que corresponde a un peso molecular de
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aproximadamente 100 kDa para el globulomero AR({1-42}, o de
aproximadamente 60 kDa para el glehuldmera AR{1-42}) reficulado con
glutardialdehido, respectivamente,

Comenzanda con el péptido AR(1-42), el péptido AB(12-42) y el péptido
AR(20-42), dichos procesos son particularmente apropiados para obtensr
globuldmeros AR(1-42}, globuldmeres AR(12-42) y globulémeras AB(20-42).

En una realizacian particular de |a invencion, los giobuldmeros AB(X-Y),
donde X se selecciona del grupo gue consiste en los numeros 2 a 24 e Y es
como se definid con anterioridad, son aquellos que se obtienen cortando los
globuldmeros AB(1-Y) en formas mas cortas, donde X se selecciona del grupo
que consiste en los numeros 2 a 24, donde X preferiblemente es 20612, e Y
es como se defini¢ con anterioridad, lo que puede lograrse por medio de un
tratamiento con proteasas apropiadas. Por ejemplo, un glebulémero A{20-42)
puede obtenerse sometienda un globuldémero AR(1-42) a una protedlisis con
termelising, ¥ un globulomero AB(12-42) puede obtenerse someliendo un
globulomero AP(1-42) a una proteclisis con endoproteinasa GluC. Cuando se
alcanza el grado deseado de protedlisis, la proteasa se inactiva de una manera
generalmente conocida.  Después, los globuldmercs resultantes pueden
aislarse de acuerde con los procedimientos yva descriptos en la presente
documentacidn, y de ser necesario, pueden someterse a un procesamienta
adicional, con pasos adicicnales de modificacion y purificacién. Se proporciona
una descripcidn detallada de dichos proceses en WO 2004/067561, que se

incorporz en la presente documentacicn a modo de referencia.

Para los propésitos de fa presente invencion, un glebulémero ABR(1-42)

gs gn particular el globulémerg AR{1-42}, que se describe en &l gjemplo 1a en

13
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la presente documentacién, un glohuldmero AB(2042) es en particular el
glebuldmere AR(20-42), que se describe en el ejemplo 1¢ en la presente
decumentacidn, y un globuldmero AB{12-42) es en particular &l globuldmero
AR(12-42), gue se describe en el ejemple 1d en 1a presente decumentacidn.

Preferiblemente, &1 globulomers presenta afinidad por  células
neuronales. Preferiblemente, el globulémero también presenta efectos de
neursmodulacion.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, el globuldmero consiste en
entre 11 ¥ 16, y mds preferiblemente, entre 12 y 14 péptidos AP{X-Y).

De acuerdo con etro aspecto de la invencidn, el término “glabulamero
AR(X-YY hace referencia en la presente documentacidn a un glohulémero que
consiste esencialments en subunidades AS(X-Y), donde es preferible que en
promadio al menos 11 de las 12 subunidades sean del tipe AB{X-Y), es mas
preferible si menos de 10% de |os globuldémercs comprenden algun péptido
distinto de AR{X-Y], ¥y es mas preferible si el contenido de péptidos distintos de
AB(X-Y) es inferior al umbral de deteccion.

Mas especificaments, el término "globulémera AR(1-42}" hace referencia
en |la presente dacumentacidn a un globuldmero que consiste esencialmente en
unidades AB{1-42), coma se definidé con anteriondad; &l términe "AR{12-42)
globulémero” hace referencia en la presente documentacion a un globuidmero
que consiste esencialmente en umidades AR{12-42}, como se definid con
anternoridad; y el término "AR(20-42) globuldmero” hace referencia en Ia
presente documentacién a un globuldmere que consiste esencialmente an

unidades AB(20-42), como se definid con anterioridad.

-4
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El término “globulémero AR(X-Y) reticulado” hace referencia en la
presente documentacién a una molécula que se obtiene por reticulacion a partir
de un globuldmero AB(X-Y), como se describid con anterioridad,
preferiblemente por reticulacién quimica, mas preferiblemente por reticulacion
con aldehido, mas preferiblemente por reticulacién con glutardialdehido de las
unidades constituyentes del globuldémero. En otro aspecto de la invencién, un
globulémero reticulado es esencialmente un globulémero donde las unidades
estan unidas al menos parcialmente por enlaces covalentes, en vez de estar
unidas solamente por interacciones no covalentes. Para los propdsitos de la
presente invencién, un globulémero reticulado AB(1-42) es en particular el
oligbmero AB(1-42) reticulado, como se describe en el ejemplo 1b en la
presente documentacion.

El término “derivado de globulomero AB(X-Y)" hace referencia en
particular en la presente documentacién a un globuldmero que esta marcado
por la unién covalente a un grupo que facilita su deteccién, preferiblemente un
fluordforo, por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, ficoeritrina, proteina
fluorescente de Aequorea victoria, proteina fluorescente de Diclyosoma, o
cualquier combinacién o derivado fluorescente activo de éstas; un cromdéforo,
un quimiolumindforo, por ejemplo, luciferasa, preferiblemente luciferasa de
Photinus piralis, luciferasa de Vibrio fischeri, 0 cualquier combinacién o
derivado fluorescente active de estas; un grupo con actividad enzimatica, por
ejemplo, peroxidasa, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, o cualquier
derivado de éste con actividad enzimatica; un grupo denso en efectrones, por
ejemplo, un grupo que contiene un metal pesado, por ejemplo, un grupo que

contiene oro; un hapteno, por ejemplo, un hapteno derivado de fenol; una
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estructura muy antigénica, por ejemplo, una secuencia peptidica con
antigenicidad segura predicha, por ejemplo, con una antigenicidad predicha de
acuerdo con el algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar; un aptdmero para otra
molécula;, un grupo quelante, por ejemplo, hexahistidinilo; una estructura
proteica natural o derivada de una natural que media en otras interacciones
especificas entre proteinas, por ejemplo, un miembro del par fos/jun; un grupo
magnético, por ejemplo, un grupo ferromagnético, o un grupo radiactivo, por

ejemplo, un grupo que comprende 'H, '*C, ¥%P, 33 o %),

0 cualquier
combinacién de éstos; o un globulomero identificado por una interaccion
covalente o no covalente de alta afinidad, que preferiblemente estd unido de
forma covalente a un grupo que facilita la inactivacion, la captura, la
degradacion y/o la precipitacion, preferiblemente identificado por un grupo que
promueve la degradacion in vivo, mas preferiblemente ubiquitina, donde es
particularmente preferible que este oligdmero marcado se ensamble in vivo; o
un globulémero modificado con cualquier combinacion de los anteriores. Estos
grupos de marca € identificacion, y los métodos para unirlos a las proteinas son
conocidos en la técnica. La marca y/o la identificacidn pueden realizarse antes,
durante o después de la globulomerizacién. En otro aspecto de |a invencién, un
derivado de globulomero es una molécula que se obtiene a partir de un
globulémero por medio de una reaccioén de marca y/o identificacion.

De forma correspondiente, el término “derivado de monomero AB(X-Y)"
hace referencia en particular en la presente documentaciéon a un monémero AR
que esta marcado o identificado como se describe para el globuldmero.

En la practica, el anticuerpo de la presente invencién se une a un

globulémero AB(20-42) con una Kp en el rango de entre 1x10~° My 1x107'2 M.
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Preferiblemente, el anticuerpo se une a un giobuldmero A(20-42) con una
afinidad elevada, por ejemplo, con una Kp de 1x10~" M o con.una afinidad
mayor, por ejemplo, con una Kp de 3x10™® M o con una afinidad mayor, con
una Kp de 1x10~° M o con una afinidad mayor, por ejemplo, con una Kp de
3x10~° M o con una afinidad mayor, con una Kp de 1x10~° M o con una afinidad
mayor, por ejemplo, con una Kp de 3x107'° M o con una afinidad mayor, con
una Kp de 1x107'® M o con una afinidad mayor, por ejemplo, con una Kp de
3x10™"" M o con una afinidad mayor, o con una Kp de 1x10~"* M o con una
afinidad mayor.

El término “afinidad mayor® hace referencia en la presente
documentacién a un gfado de interaccion donde el equilibrio entre el anticuerpo
no unido y el globulomero no unido por un lado, y el complejo anticuerpo-
globulémero por otro se halla a favor del complejo anticuerpo-globuldmero. Del
mismo modo, el término “afinidad menor" hace referencia en la presente
documentacién a un grado de interaccién donde el equilibrio entre el anticuerpo
no unido y el globulbmero no unido por un lado, y el complejo anticuerpo-
globulomero por otre se halla a favor del anticuerpo no unido y el globulémero
no unido. El término “afinidad mayor” es sinénimo del término “afinidad mas
alta”, y el término “afinidad menor” es sinénimo del término “afinidad mas baja”.

De acuerdo con una realizacion particufar, la invencion se relaciona con
un anticuerpo que se une al globuldmero AR(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
107> M o con una afinidad menor, donde la afinidad de unién por el
globuldmero AB(20-42) es mayoer que la afinidad de unién por el globulémero

AB(1-42).
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Es preferible que la afinidad de unidn del anticuerpo de la presente
invencion por el giobuldmero AB(20-42) sea al menos 2 veces, por ejemplo, al
menos 3 veces 0 al menos 5 veces, preferiblemente al menos 10 veces, por
ejemplo, al menos 20 veces, al menos 30 veces o al menos 50 veces, mas
preferiblemente, al menos 100 veces, por ejiemplo, al menos 200 veces, al
menos 300 veces o al menos 500 veces, y aun mas preferiblemente, al menos
1000 veces, por ejemplo, al menos 2000 veces, al menos 3000 veces ¢ al
menos 5000 veces, aun mas preferiblemente, al menos 10000 veces, por
ejemplo, al menos 20000 veces, al menos 30000 o al menos 50000 veces, y
mas preferiblemente, al menos 100000 veces mayor que la afinidad de union
del anticuerpo por el globuldomero AB(1-42).

De acuerdo con una realizacion particular, la invencién se relaciona con
un anticuerpo que se une al globulémero AR(12-42) con una Kp de 10~ M o
con una afinidad menor, dende la afinidad de unién por el globulémerc AB(20-
42) es mayor que la afinidad de unién por el globulomero AB(12-42).

También es preferible que la afinidad de unién del anticuerpo de la
presente invencion por el globuldmero AB(20-42) sea al menos 2 veces, por
ejemplo, al menos 3 veces o al menos 5 veces, preferiblemente al menos 10
veces, por ejemplo, al menos 20 veces, al menos 30 veces o al menos 50
veces, mas preferiblemente, al menos 100 veces, por ejemplo, ai menos 200
veces, al menos 300 veces ¢ al menos 500 veces, y aun mas preferiblemente,
al menos 1000 veces, por ejemplo, al menos 2000 veces, al menos 3000 veces
o al menos 5000 veces, aun mas preferiblemente, al menos 10000 veces, por

ejemplo, al menos 20000 veces, al menos 30000 o a! menos 50000 veces, y
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mas preferiblemente, al menos 100000 veces mayor que la afinidad de unién
del anticuerpo por el globulémero AB(12-42).

Preferiblemente, los anticuerpos de la presente invencién se unen a al
menos un globuldmero AR, como se definid con anterioridad, y tienen una
afinidad comparativamente menor por al menos una forma distinta de
globulémero de AB.

Los anticuerpos de la presente invencién que tienen una afinidad
comparativamente menor por al menos una forma distinta de globulémero de
AB que por al menos un globulémero Af incluyen anticuerpos que tienen una
afinidad de unién por el globulémero AB(20-42) que es mayor que por un
monomero AB(1-42). Ademas, es preferible que, como alternativa o
adicionalmente, la afinidad de union de! anticuerpo por e! globulémero AB(20-
42) sea mayor que por un monémero AS(1-40).

En una realizaciéon preferida de la invencién, la afinidad del anticuerpo
por el globulomero AB(20-42) es mayor que su afinidad por los monémeros
AB(1-40) y AB(1-42).

El término ‘monémero AB(X-Y)" hace referencia en la presente
documentacidn a la forma asilada del péptido AB(X-Y), preferiblemente una
forma del péptido AB(X-Y) que no participa en interacciones esencialmente no
covalentes con otros peptidos AB. En términos practicos, el monémero AB(X-Y)
usualmente se proporciona en forma de una solucibn acuosa. En una
realizacién particularmente preferida de la invenciéon, la solucidon acuosa de
monémero contiene entre 0,05% y 02%, mas preferiblemente
aproximadamente 0,1% de NH,OH. En ofra realizacién particularmente

preferida de la invencidn, la solucion acuosa de mondémero contiene entre
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0.05% y 0,2%, mas preferiblemente aproximadamente 0,1% de NaOH. Cuando
se la usa (por ejemplo, para determinar las afinidades de unién de los
anticuerpos de 'a presente invencién), puede ser necesario diluir dicha solucién
de manera apropiada. Ademas, usualmente es necesario usar dicha solucién 2
horas, en particular 1 hora, y especialmente 30 minutos después de su
preparacion.

Mas especificamente, el termino "monémero AB(1-40)" hace referencia
en la presente documentacién a una preparacion de monomero ABR{1-40), como
se describe en el ejemplo 2 en la presente documentacion, y el término
‘monomero AB(1-42)" hace referencia en la presente documentacién a una
preparacion de AB(1-42), como se describe en el ejemplo 2 en la presente
documentacién.

En términos practicos, el anticuerpo de la presente invencién se une a
uno, 0 mas preferiblemente, a ambos mondmeros con una afinidad baja, mas
preferiblemente, con una Kp de 1x10~® M o con una afinidad menor, por
ejemplo, con una Kp de 3x10~% M o con una afinidad menor, con una Kp de
1x10”7 M o con una afinidad menor, por ejemplo, con una Kp de 3x10~7 M o con
una afinidad menor, o con una Kp de 1x10~® M o con una afinidad menor, por
ejemplo, con una Kp de 3x107° M o con una afinidad menor, o con una Kp de
1x10~° M o con una afinidad menor.

Es especialmente preferible que la afinidad de union del anticuerpo de la
presente invencién por el gtobulémero AR(20-42) sea al menos 2 veces, por
ejemplo, al menos 3 veces o al menos 5 veces, preferiblemente al menos 10
veces, por ejemplo, al menos 20 veces, al menos 30 veces o al menos 50

veces, mas preferiblemente, al menos 100 veces, por ejemplo, al menos 200
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veces, al menos 300 veces 0 al menos 500 veces, y aun mas preferiblemente,
al menos 1000 veces, por ejemplo, al menos 2000 veces, al menos 3000 veces
o al menos 5000 veces, aun mas preferiblemente, al menos 10000 veces, por
ejemplo, al menos 20000 veces, al menos 30000 o al menos 50000 veces, y
mas preferiblemente, al menos 100000 veces mayor que |a afinidad de unidn
del anticuerpo por uno, 0 mds preferiblemente, ambos mondmeros.

Los anticuerpos de la presente invencién que tienen una afinidad
comparativamente menor por al menos una forma distinta de globulémero de
AB que por al menos un globulomero AR incluyen ademas anticuerpos que
tienen una afinidad de unidén por el globulémero AB(20-42) que es mayor que
por las fibrillas AB(1-42). Ademas, es preferible que, como alternativa o
adicionalmente, la afinidad de unioén del anticuerpo por el globulémero AB(20-
42) sea mayor que por las fibrillas AB(1-40).

El término “fibrilla” hace referencia en la presente documentacién a una
estructura molecular que comprende ensamblajes de péptidos ABR(X-Y)
individuales asociados de forma no covalente, que presentan una estructura
fiorilar en el microscopio electrénico, que se unen a rojo Congo y luego
presentan birrefringencia a la luz polarizada, y cuyo patréon de difraccidn de
rayos X es una estructura § cruzada.

En otro aspecto de la invencidn, una fibrilla es una estructura molecular
que se obtiene con un proceso que comprende la agregacion polimérica
autoinducida de un péptido AR apropiado en ausencia de detergentes, por
ejemplo, en HCI 0,1 M, lo que resulta en la formacion de agregados de mas de
24, preferiblemente mas de 100 unidades. Este proceso es bien conocido en la

técnica. En la practica, las fibrillas AR(X-Y) se usan en forma de una soluciéon
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acuosa. En una realizacion particularmente preferida de la invencién, la
solucion acuosa de fibrillas se prepara disolviendo el péptido AB en NH4OH al
0,1%, sometiéndolo a una diluciéon de 1:4 con NaH;PO4 20 mM, NaCl 140 mM,
pH 7.4, a lo que sigue el reajuste del pH en 7 4, incubando la solucion a 37°C
durante 20 horas, a lo que sigue una centrifugacion a 10000 G por 10 minutos y
una resuspension en NaHPQO,4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4,

El término ‘“fibrilla AB(X-Y)" hace referencia en la presente
documentacién a una fibrilla que consiste esencialmente en subunidades AB(X-
Y), donde es preferible que en promedio al menos 90% de las subunidades
sean de tipo AB(X-Y), mas preferiblemente que al menos 98% de las
subunidades sean de tipo AB(X-Y), y mas preferiblemente que el contenido de
péptidos distintos de AB(X-Y) sea inferior al umbral de deteccion.

Mas especificamente, el término “fibriila AB(1-42)" hace referencia en la
presente documentacion a una preparaciéon de fibrillas AB(1-42), como se
describe en el ejemplo 3 en la presente documentacion.

En la practica, el anticuerpo de la presente invencién se une a una, o
mas preferiblemente, a ambas fibrillas con baja afinidad, mas preferiblemente,
con una Kp de 1x10~° M o con una afinidad menor, por ejemplo, con una Kp de
3x10~% M o con una afinidad menor, con una Kp de 1x10~" M o con una afinidad
menor, por ejemplo, con una Kp de 3x10~ M o con una afinidad menor, o con
una Kp de 1x10~° M o con una afinidad menor, por ejemplo, con una Kp de
3x10~° M o con una afinidad menor, o con una Kp de 1x10~° M o con una
afinidad menor.

Es especialmente preferible que la afinidad de union del anticuerpo de la

presente invencién por el globulémero AB(20-42) sea al menos 2 veces, por
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ejemplo, al menos 3 veces o al menos 5 veces, preferiblemente al menos 10
veces, por ejemplo, al menos 20 veces, al menos 30 veces o al menos 50
veces, mas preferiblemente, al menos 100 veces, por ejemplo, al menos 200
veces, al menos 300 veces o al menos 500 veces, y aun mas preferiblemente,
al menos 1000 veces, por ejemplo, al menos 2000 veces, al menos 3000 veces
o al menos 5000 veces, aun mas preferiblemente, al menos 10000 veces, por
ejemplo, al menos 20000 veces, al menos 30000 o al menos 50000 veces, y
mas preferiblemente, al menos 100000 veces mayor que la afinidad de unién
del anticuerpo por una, 0 mas preferiblemente, ambas fibrillas.

De acuerdo con una realizacion particular, la invencion se relaciona con
anticuerpos que tienen una afinidad de unién por el globulémero ABR(20-42) que
es mayor que su afinidad de unién por las fibrillas AB(1-40) y AR(1-42).

De acuerdo con una reavlizacicfm particularmente preferida, la presente
invencion se relaciona con anticuerpos que tienen wuna afinidad
comparativamente menor por las formas monoméricas y fibrilares de AB que
por al mencs un globuléméro AB, en particular, el globuldmero AR(20-42).
Estos anticuerpos se conocen de aqui en adelante como anticuerpos
especificos para globufémeros.

Ademas, los anticuerpos de la presente invencion incluyen anticuerpos
que tienen una afinidad de unién por el globuidmero AB(20-42) que es mayor
que por un globuldmero reticulado AB(1-42), en particular, por un globulomero
AB(1-42) reticulado con glutardialdehido, tal como se describe en el ejempio 1b
en la presente documentacion.

En una realizacion particularmente preferida de la invencién, la afinidad

de union del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 2 veces, por
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ejemplo, al menos 3 veces o al menos 5 veces, preferiblemente al menos 10
veces, por ejemplo, al menos 20 veces, al menos 30 veces o al menos 50
veces, mas preferiblemente, al menos 100 veces, por ejemplo, al menos 200
veces, al menos 300 veces o al menos 500 veces, y aun mas preferiblemente,
al menos 1000 veces, por ejemplo, al menos 2000 veces, al menos 3000 veces
o al menos 5000 veces, aun mas preferiblemente, al menos 10000 veces, por
ejemplo, al menos 20000 veces, al menos 30000 o al menos 50000 veces, y
mas preferiblemente, al menos 100000 veces mayor que la afinidad de unién
del anticuerpo por el globulémero reticulado AR(1-42).

Los anticuerpos de la presente invencién preferiblemente estan aislados,
en particular, son monoclonales, y mas particularmente, son recombinantes.

La presente invencién también se relaciona con un anticuerpo
monoclonal (5F7} que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigné el
numero de depdsito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-7241.

La presente invencién también se relaciona con un anticuerpo
monoclonal (10F11) que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigné
el nimero de deposito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7239.

La presente invencidbn también se relaciona con un anticuerpo
monoclonal (7C6) que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigno6 el
numero de depésito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA—7240.

La presente invencién también se relaciona con un anticuerpo
menoclonal (4B7) que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigné el

numero de depésito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-7242.
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La presente invencion también se relaciona con un anticuerpo
monoclonal (6A2) que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigné el
numero de deposito de la Colecciébn Americana de Tipos de Cultivo PTA-7409.

La presente invenciébn también se relaciona con un anticuerpo
monoclonal (2F2) que se obtiene a partir de un hibridéma al que se le asign¢ el
numero de depésito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-7408.

La presente invencion también se relaciona con un anticuerpo
monoclonal (4D10) que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigné
el nimero de depésito de la Coleccién Americana de Tipos de Cullivo PTA-
7405.

La presente invencién también se relaciona con un anticuerpo
monaclonal (7ES) que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigné el
numero de depésito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7809.

La presente invencién también se relaciona con un anticuerpo
monoclonal (10C1) que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigné
el nimero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7810.

La presente invencidn también se relaciona con un anticuerpo
monoclonal (3B10) que se obtiene a partir de un hibridoma al que se le asigné
el nimero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7851.

Estos anticuerpos de la presente invencién, 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2,
2F2, 4D10, 7ES, 10C1 y 3810, se caracterizan porque tienen una afinidad de
unién por un globulémero AB(20-42) que es mayor que la afinidad de union del

anticuerpo por un globuldémero AB(1-42).
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La presente invencion también se relaciona con anticuerpos que tienen
un perfil de unién similar al de cualquiera de dichos anticuerpos monoclonales
5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10, 7E5, 10C1 y 3B10. Ha de
comprenderse que los anticuerpos que tienen un perfil de union similar al de
cualquiera de dichos anticuerpos monoclonales no estan limitados a los
anticuerpos que tienen una afinidad de unidn por un globuldmero AB(20-42)
que es mayor que la afinidad de uniéon del anticuerpo por un globulémero AB(1-
42).

Los anticuerpos que tienen un perfil de unién similar al de cualquiera de
de dichos anticuerpos moncclonales 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10,
7ES, 10C1 y 3B10 incluyen anticuerpos que se unen al mismo epitope que los
anticuerpos monoclonales 5F7, 10F11, 7C86, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10, 7E5, 10C1 y
3B10.

Todos los anticuerpos monoclonales del grupo que consiste en SF7,
10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10, 7E5, 10C1 y 3B10 se unen a un epitope
contenido en el rango de la secuencia AB 20 y 42, en particular, en el rango de
la secuencia AB 20-30. Sin limitar 1a invencidén a una teoria, se cree que dicho
epitope es un epitope estructural no lineal entre las subunidades en la region
de los aminoacidos 20 y 42, en particular, |a regiéon de los aminoacidos 20 y 30.

La presente invencién también se relaciona con anticuerpos que pueden
competir con al menos uno, preferiblemente todos los anticuerpos
seleccionados del grupo que consiste en 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2,
4D10, 7E5, 10C1 y 3B10.

En la presente documentacién, el término “anticuerpos. competitivos”

hace referencia a cualquier cantidad de anticuerpos dirigidos a la misma
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entidad molecular o unida de forma estable, pero no covalente, preferiblemente
la misma molécula, donde al menos uno es capaz de reducir especificamente
la unibn mensurable de ofro, preferiblemente por medio del impedimento
estérico del acceso del otro a su epitope blanco, o induciendo y/o estabilizando
una conformacién en la entidad blanco que reduce la afinidad del blanco por el
oiro anticuerpo, que mas preferibiemente bloquea directamente el acceso al
otro epitope blanco mediante |a unién a un epitope que se halla suficientemente
cercano al primero, que se superpone con el primero 0 es idéntico al primero,
que mas prefeniblemente se superpone o es idéntico, que en particular es
idéntico. En la presente documentacion, se dice que dos epitopes estan
“superpuestos” si comparten parte de sus estructuras quimicas,
preferiblemente sus secuencias de aminoacidos, y se dice que son “idénticos”
si sus estructuras quimicas, preferiblemente sus secuencias de aminodcidos,
son idénticas.

Por consiguiente, la presente invencion también se relaciona con
anticuerpos cuyos epitopes blanco estan superpuestos, que preferiblemente
son idénticos al epitope blanco de al menos uno de los anticuerpos
seleccionados del grupo que consiste en 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2,
4D10, 7ES, 10C1 y 3B10.

Por consiguiente, los anticuerpos que tienen un perfil de unidn similar al
de cualquiera de dichos anticuerpos monoclonales 5F7, 10F11, 7C86, 4B7, 6A2,
2F2, 4D10, 7ES5, 10C1 y 3B10 incluyen ademas anticuerpos que comprenden al
menos una porcién de la porcién de unién a antigeno de cualquiera de dichos
anticuerpos monoclonales 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10, 7E5, 10C1 y

3B10. Preferiblemente, dicha porciébn comprende al menos una region de
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determinacion de la complementariedad (CDR) de cualquiera de dichos
anticuerpos monoclonales 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10, 7E5, 10C1 y
3B810.

Por ende, de acuerdo con otra realizacién particular, la presente
invencién se relaciona con anticuerpos que comprenden la secuencia de
aminoacidos de la cadena pesada CDR3 y/o la secuencia de aminoacidos de la
cadena liviana CDR3 del anticuerpo monoclonal 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2,
2F2, 4D10, 7ES5, 10C1 6 3B10. Los ejemplos especificos de estos anticuerpos
incluyen aquellos que también comprenden la secuencia de aminoacidos de la
cadena pesada CDR2 y/o la secuencia de aminoacidos de la cadena liviana
CDR2 del anticuerpo monoclonal 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10, 7ES5,
10C1 6 3B10, respectivamente. Aun mas especificamente, estos anticuerpos
incluyen aquellos que también comprenden la secuencia de aminoacidos de la
cadena pesada CDR1 y/o la secuencia de aminoacidos de la cadena liviana
CDR1 del anticuerpo monoclonal 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10, 7ES5,
10C1 6 3B10, respectivamente.

En un aspecto, la presente invencion se relaciona con anticuerpos que
comprenden una cadena pesada donde el dominio CDR3, CDR2 y/o CDR1
comprende |la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada CDR3, CDR2
y/o CDR1 del anticuerpo monoclonal 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10,
7E5, 10C1 ¢ 3B10.

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona con anticuerpos que
comprenden una cadena liviana donde el dominic CDR3, CDR2 y/o CDR1

comprende la secuencia de aminoacidos de la cadena liviana CDR3, CDR2 y/o

&2



32

CDRt1, respectivamente, del anticuerpo monocional 5F7, 10F11, 7C6, 4B7,
6A2, 2F2, 4D10, 7E5, 10C1 6 3B10.

Preferiblemente, 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 aminodcidos 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, los 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 aminoacidos 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 aminodacidos 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 residuos de
amincacidos 31-35 de SEQ ID N° 19, los residuos de aminoacidos 50-66 de
SEQ ID N°® 19, los residuos de aminoa’cidos.99-109 de SEQ ID N° 19, los
residuos de aminoacidos 24-39 de SEQ ID N° 20, los residuos de aminodcidos

55-61 de SEQ ID N° 20, los residuos de aminoacidos 94-102 de SEQ I1D N° 20,
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los residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 23, los residuos de
aminodacidos 50-66 de SEQ ID N° 23, los residuos de aminoacidos 99-109 de
SEQ ID N° 23, los residuos de aminoacidos 24-39 de SEQ ID N° 24, los
residuos de aminoacidos 55-61 de SEQ ID N° 24, los residuas de aminodacidos
94-102 de SEQ ID N° 24, los residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 27,
los residuos de aminodcidos 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 residucs de aminoacidos 50-66 de
SEQ ID N° 31, los residucs de aminoacidos 99-107 de SEQ ID N° 31, los
residuos de aminoacidos 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 1D 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.

En una realizacion preferida, el anticuerpo comprende al menos 3 CDR
seleccionadas del grupo que consiste en las secuencias descriptas con
antertoridad. Mas preferiblemente, las 3 CDR seleccionadas son de conjuntos

de dominios de CDR variables seleccionados del grupo que consiste en
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residilos3

Conjunto de CDR
de VL 5F7

VL 5F7 CDR-L1

RSSQSVVQSNGNTYLE:
residuos 24-39 de SEQ ID N° 4

VL 5F7 CDR-L2

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

VL 5F7 CDR-L3

FQGSHVPPT:
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Conjunto de CDR

VL 10F11 CDR-L2

de VL 10F 11
KSSQSLLYSKGKTYLN:
VL 10F11 CDR-L1
residuos 24-39de SEQID N° 8
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 VL 7C6

VL 7C6 CDR-L1

RSTQTLVHRNGDTYLE:
residuos 24-38 de SEQ ID N° 12

VL 7C6 CDR-L2

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

VL 7C6 CDR-L3

FQGSHVPYT:
residuos 94-102 de SEQ ID N° 12
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V487

-

Conjunto de CDR
de VL 4B7

Vi. 487 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:

b s

residuos 95-103 de. SEQ ID N° 18

i
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L
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Conjunto de CDR

de VL 2F2
RSSQSVVQSNGNTYLE:
VL 2F2 CDR-L1
residuos 24-39 de SEQ ID N° 20
KVSNRFS:

VL 2F2 CDR-L2

residuos 55-61 de SEQ ID N° 20

VL 2F2 CDR-L3

FQGSHVPPT;
residuos 94-102 de SEQ_ID N° 20

““Conjnte de’ COR

Conjunto de CDR

de VL 6A2

VL 6A2 CDR-L1

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

VL 6A2 CDR-L2

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

VL 6A2 CDR-L3

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

a
b

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:

:3423
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Conjunto de CDR

VL 7E5 CDR-L3

de VL 7E5

RSSQSLFYRSNQKNFLA:

VL 7E5 CDR-LA1
residuos 24-40 de SEQ ID N° 32
WASTRES:

VL 7E5 CDR-L2
residuos 56-62 de SEQ ID N° 32
QQYYSYPWT:

| residuos 95-103 de SEQ IQ N®¢ 32

Conjunto de CDR

de VL 10C1
KSSQSLFYSRNQKNFLA:
VL 10C1 CDR-L1
residuos 24-40 de SEQ ID N° 36
WASTGES:
VL 10C1 CDR-L2
residuos 56-62 de SEQ ID N° 36

VL 10C1 CDR-L3

QQYFSYPWT:
residuos 95-103 de SEQ ID N° 36
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En una realizacion, el anticuerpo de la invencidn comprende al menos
dos conjuntos de CDR de dominios variables. Mas preferiblemente, los dos
conjuntos de CDR de dominios variables se seleccionan del grupo que consiste
en el conjunto de CDR de VH 5F7 y e! conjunto de CDR de VL 5F7; el conjunto
de COR 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 7C86; 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 VL 4D10; el
conjunto de CDR de VH 7ES5 y el conjunto de CDR de VL 7ES; y el conjunto de
CDR de VH 10C1 y el conjunto de COR de VL 10C1.

En otra realizacion, el anticuerpo descripto con anterioridad comprende
ademas una regién de marco aceptora humana.

En una realizacion preferida, el anticuerpo es un anticuerpo con una
CDR injertada. Preferiblemente, el anticuerpo con una CDR injertada una o

mas de las CDR descriptas con anterioridad.
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Preferiblemente, el anticuerpo con una CDR injertada comprende una
regién de marco aceptora humana.

En una realizacién preferida, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado.
Preferiblemente, el anticuerpo humanizado comprende una © mas de las CDR
descriptas con anterioridad. Mas preferiblemente, el anticuerpo humanizado
comprende tres o mas de las CDR descriptas con anterioridad. Mas
preferiblemente, ei anticuerpo humanizado comprende seis CDR descriptas
con anterioridad. En una realizacion particular, las CDR se incorporan en un
dominio variable de un anticuerpo humano de una region de marco aceptora
humana. Preferiblemente, el dominio variable del anticuerpo humano es un
dominio variable humano consenso. Mas preferiblemente, la regién de marco
aceptora humana comprende al menos una sustituciéon de aminodacidos en un
residuo clave en la regién de marco, donde el residuo clave se selecciona del
grupo que consiste en un residuo adyacente a una CDR; a un residuo de un
sitio de glicosilacion; un residuo raro; un residuo capaz de interactuar con un
globulomero AB(20-42);, un residuo capaz de interactuar con una CDR; un
residuo candnico; un residuo de contacto entre la regién variable de la cadena
pesada y la region variable de la cadena liviana; un residuo en una zona
Vernier, y un residuo en una regién donde se superpone una CDR1 de cadena
pesada definida por Chotia y un marco de la primera cadena pesada definida
por Kabat. Preferiblemente, la regién de marco aceptora humana comprende al
menos una sustitucion de amingdacidos en la regién de marco, donde la
secuencia de aminoacidos del marco es al menos 65% idéntica a la secuencia
de dicha region de marco aceptora humana y comprende al menos 70 residuos

de aminoacidos idénticos a dicha region de marco aceptora humana.
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En aun otro aspecto, la presente invencién se relaciona con anticuerpos
gue comprenden la cadena pesada y la cadena liviana, como se definio con
antericridad.

| Preferiblemente, el anticuerpo comprende a! manos un dominio variable
que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada de! grupo gue consists
en SEQID N3, SEQ ID N*4, SEQ IDN° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N* 11, SEQ
ID N° 12, SEGI IR N® 15, SEQ ID N° 16, SEQ ID N 18, SEQ ID N° 20, SEQ ID
N° 23, SEQ ID N° 24, SEQ 1D N° 27, SEQ 1D N° 28, SEQ ID N° 31, SEQ ID N*
32, SEQ ID N° 35 SEQ ID N° 36 y SEQ ID N° 38. Mas preferiblements, el
anticuerpe comprende dos dominios variables, donde dichos dos dominics
variables tienen secuencias de aminodcidos seleccionadas del grupo gue
consiste en SEQ IDN° 3y SEQ ID N4 SEQ IDN° 7y SEQIDN° 8y SEQ ID
N° 11 y SEQ IDN° 12, SEQ ID N* 15 y SEQ 1D N° 18, SEQ ID N* 18y SEQ ID
N° 20, SEQ ID N° 23y SEQ ID N° 24 SEQ ID N° 27 y SEQ ID N° 28, SEQ ID
N° 31y SEQ ID N* 32 y SEQ ID N® 35y SEQ |D N° 36

En ofro aspecto, los anticuerpes de la presente invencion comprenden
una regidn constante de la cadena pesada seleccicnada del grupo gue consiste
en lgG1, 1gG2, 1gG3, igG4, IgM, lgA, gD, IgE, y las regiones constantes
humanas mutantes 19G1 Ala234 Alaz235. En particular, los anticuerpos
camprenden una regién constante humana. Mas preferiblemente, los
anficuerpos comprenden una secusncia de aminodcidos selaccionada del
grupo que consiste en SEQ ID N® 38-42. Se prefieren los anticuerpos gue
comprenden una regidn constanta de la cadena pesada de IgG1.

En otra realizacion, el anticuerpo estéd glicosilado. Preferiblements, el

pafrén de glicosilacion es un patran de glicosilacién humano o un patrdn de

a9
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glicosilacidon producido por cualquiera de las células eucariotas descriptas en la
presente documentacién, en particular, células CHO.

La presente invencidén también se relaciona con una porcién de uniéon a
anfigeno de un anticuerpo de la presente invencion. Estas porciones de unidn a
antfgeno incluyen, sin limitaciones, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’); y
fragmentos Fv de una cadena sencilla del anticuerpo. Otras porciones de union
a antigeno son los fragmentos Fab’, los fragmentos Fv y los fragmentos Fv con
enlaces disulfuro.

En la invencién también se provee un acido nucleico aislado que codifica
cualquiera de los anticuerpos descriptos en |a presente documentacién. En otra
realizacién, se provee un vector que comprende el acido nucleico aislado
descripto en la presente documentacién. En particular, dicho vector puede
seleccionarse del grupo que consiste en pcDNA; pTT (Durocher et al., Nucleic
Acids Research 2002, Vol 30, N° 2), pTT3 (pTT con un sitio de clonacién
multiple adicional; pEFBOS (Mizushima, S. y Nagata, S., (1990) Nucleic Acids
Research Vol 18, N°® 17); pBV,; pJV.; y pBJ.

En otro aspecto, una célula hospedera se transforma con el vector
descripto en la presente documentacion. Preferiblemente, la célula hospedera
es una célula procariota. Mas preferiblemente, la célula hospedera es E. coli.
En una realizacién relacionada, la célula hospedera es una célula eucariota.
Preferiblemente, ia célula eucariota se selecciona del grupo que consiste en
una célula protista, una céiula animal (por ejemplo, una célula de mamifero,
una célula de ave y una célula de insecto), una célula vegetal y una célula
fungica. Mas preferiblemente, la célula hospedera es una celula de mamifero,

incluyendo, sin limitaciones, CHO y COS; o una célula fungica, por ejemplo,
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una célula de levadura, tal como Saccharomyces cerevisiae;, 0 una celula de

insecto, tal como Sf9.

En otro aspecto de la invencion, se provee un método para producir un
anticuerpo de la invencién, que comprende cultivar cualquiera de las células
huésped, o un hibridoma descripto en la presente documentacién, en un medio
de cullivo, bajo condiciones apropiadas para producir el anticuerpo. En ofra
realizacion, se provee un anticuerpo que se obtiene con el método descripto en
la presente documentacion.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden obtenerse de una
manera conocida per se.

Los finfocitos B, que en total contienen un repertorio de anticuerpos
compuesto por cientos de miles de millones de anticuerpos con distintas
especificidades, son una parte del sistema inmune de los mamiferos. Una
respuesta inmune normal ante un antigeno particular implica la seleccién de
uno o mas anticuerpos de dicho repertorio, donde estos anticuerpos se unen
especificamente a dicho antigeno, y el éxito de una respuesta inmune se basa
al menos en parte en la capacidad de dichos anticuerpos de reconocer
especificamente (y finaimente eliminar) el antigeno ‘estimulador, y de ignorar
otras moléculas en el ambiente de dichos anticuerpos.

La utilidad de los anticuerpos que reconocen especificamente un
antigeno blanco particular ha conducido al desarrcllo de la tecnologia de
anticuerpos monoclonales. En la actualidad, la tecnologia estandarizada de
hibridomas permite producir anticuerpos con una especificidad Gnica por un
antigeno de interés. Mas recientemente se han desarrollado técnicas

relacionadas con anticuerpos recombinantes, tales como el analisis in vitro de
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Ademas, la presente invencidn se relaciona con un hibridoma que es
capaz de producir (secretar) un anticuerpo monoclonal de la presente
invencién. Los hibridomas de la presente invencién incluyen aquellos a los que
se les asignaron los numeros de depésito de la Coleccidon Americana de Tipos
de Cultivo seleccionados 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.

Vale destacar que los anticuerpos de la presente invencién también
pueden reaccionar, es decir, pueden unirse a formas de AR distintas de los
globuldbmeros AR descriptos en la presente documentacion. Estos antigenos
pueden ser oligoméricos o globuloméricos, ¢ no. Por ende, los antigenos con
los cuales se unen los anticuerpos de la presente invencion incluyen cualquier
forma de AB que comprende el epitope del globulémero con la cual reaccionan
los anticuerpos de la presente invencién. Estas formas de A incluyen formas
AB(X-Y) truncadas y no truncadas (donde X e Y se definen como se describié
con anterioridad), tales como las formas AB(20-42), AB(20-40), AB(12-42),
AB(12-40), AB(1-42) y AB(1-40), siempre que dichas forma comprendan el
epitope del globulémero,

La presente invencion también se relaciona con una composicion que
comprende un anticuerpo de la invencién o una porcion de union a antigeno de
éste, como se definid con anterioridad.

De acuerdo con una realizacién particular, dicha composicién es una
composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo de la invencién o la
porcién de uniobn a antigeno de éste, y un vehiculo aceptable para el uso

farmaceéutico,

\&5
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.El anticuerpo de la invencion, o la porcion de unién a antigeno definida
con anterioridad, preferiblemente es capaz de neutralizar, tanto in vitro como in
vivo, la actividad del globulémero AB o el derivado de éste al cual se une. Por lo
tanto, dicho anticuerpo o dicha porcién de unién a antigeno puede usarse para
inhibir la actividad de dicho globulémero o derivado de éste, por ejemplo, en
una preparacion que contiene dicho globulémero o derivado de éste, 0 en
individuos humanos u otros mamifercs donde esté presente dicho globulémero
o derivado de éste.

De acuerdo con una realizacion, la invencion se relaciona con un metodo
para inhibir la actividad de dicho globulomero o derivado de é€ste, donde el
método comprende permitir que un anticuerpo de la invencion, o una porcién
de unién a antigeno de éste, actue con un globulémero o un derivado de éste,
con el fin de inhibir la actividad de dicho globulémero o el derivado de éste.
Dicha actividad puede inhibirse, por ejemplo, in vitro. Por ejemplo, el anticuerpo
de la invencion, o la porcién de unién a antigeno, puede agregarse a una
preparacion, tal como una muestra derivada de un sujeto o un cultivo celular
que contiene, o del que se sospecha que contiene dicho globulébmero o
derivado de éste, con el fin de inhibir la actividad de dicho globulomero o
derivado de éste en dicha muestra. Como alternativa, la actividad del
globulémero o el derivado de éste puede inhibirse en un individuo in vivo.

Por consiguiente, la presente invencion se relaciona ademas con el uso
de un anticuerpo o una porcion de unién a antigeno, como se definié con
anterioridad, para preparar una composicién farmacéutica para tratar o prevenir
una amiloidosis, en particular, una amiloidosis seleccionada del grupo que

consiste en la enfermedad de Alzheimer y la amiloidosis del sindrome de
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Down. Por ende, un aspecto de dicho uso de la invencion es un método para
tratar o prevenir una amiloidosis, en particular, la enfermedad de Alzheimer o la
amiloidosis del sindrome de Down, en un sujeto que lo necesita, que
comprende administrarle al sujeto un anticuerpo ¢ una porcidn de unién a
antigeno como se definié con anterioridad. El uso de dicho anticuerpo o dicha
porcién de unidén a antigeno para tratar y especialmente prevenir la amitoidosis,
en particular, la enfermedad de Alzheimer o la amiloidosis del sindrome de
Down, es particularmente Util para la inmunizacién pasiva. Por lo tanto, en el
método para tratar o prevenir una amiloidosis, en particular, la enfermedad de
Alzheimer o la amiloidosis del sindrome de Down, en un sujeto que lo necesita,
un proposito de la administracién del anticuerpo ¢ la porcién de unidén a
antigeno al sujeto es la inmunizacion pasiva del sujeto contra la amiloidosis, en
particular, la enfermedad de Alzheimer o la amiloidosis del sindrome de Down.

El anticuerpo de la invencidn o la porcion de unidén a antigeno, como se
definié con anterioridad, preferiblemente permite detectar, tanto in vitro como in
vivo, un globulémero AR o un derivado de éste, con el que se une. Por ende,
dicho anticuerpo o dicha porcion de unidn a antigeno puede usarse para
detectar dicho globuldmero o un derivado de éste, por ejemplo, en una
preparacién que contiene dicho globulémero o un derivado de éste, o0 en
individuos humanos u otros mamiferos donde esté presente dicho globutémero,
o derivados de éste.

De acuerdo con una realizacién, la invencion se relaciona con un método
para detectar dicho globulémero o un derivado de éste, donde el método
comprende permitir que un anticuerpo de la invencién, o una porcién de unién a

antigeno de éste, actue con un globulémero o un derivado de éste, con el fin de

1981
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unir dicho globuldémero, o un derivado de éste (y en consecuencia,
preferiblemente formar un complejo que comprende el anticuerpo o la porcidn
de unién a antigeno de éste, y el globulémero o el derivado de éste). Por
ejemplo, dicho globulémero puede detectarse in vitro. Por ejemplo, el
anticuerpo de la invencién, o 1a porcion de unién a antigeno, puede agregarse a
una preparacion, por ejemplo, una muestra derivada de un sujeto, o un cultivo
celular que contiene, o del que se sospecha que contiene dicho globulémero o
un derivado de éste, con el objeto de detectar dicho globulémero o un derivado
de éste en dicha preparacién. Como alternativa, el globulémero o el derivado
de éste pueden detectarse en un individuo in vivo.

Por lo tanto, la presente invencion se relaciona ademas con el uso de un
anticuerpo o una porcién de unién a antigeno como se definié con anterioridad
para preparar una composicion para diagnosticar una amiloidosis, en particular,
la enfermedad de Alzheimer o la amiloidosis del sindrome de Down. Un
aspecto de dicho uso de la invencion es un métode para diagnosticar una
amiloidosis, en particular, la enfermedad de Alzheimer o la amiloidosis del
sindrome de Down, en un sujeto del que se sospecha que tiene la amiloidosis,
en particular, 1a enfermedad de Alzheimer o la amiloidosis del sindrome de
Down, que comprende administrarle al sujeto un anticuerpo o una porcion de
union a antigeno como se definid con anterioridad, y detectar la formacién de
un compilejo que comprende el anticuerpo ¢ la porcién de unién a antigeno con
el antigeno, donde la presencia del complejo indica la amiloidosis, en particular,
la enfermedad de Alzheimer o la amiloidosis del sindrome de Down, en el
sujeto. Un segundo aspecto de dicho uso de la invencién es un método para

diagnosticar una amiloidosis, en particular, la enfermedad de Alzheimer o la
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amiloidosis del sindrome de Down, en un sujeto del que se sospecha que tiene
la amiloidosis, en particular, la enfermedad de Alzheimer o la amiloidosis del
sindrome de Down, que comprende propercionar una muestra del sujeto, poner
en contacto la muestra con un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno
como se definié con anterioridad, y detectar la formacion de un complejo que
comprende el anticuerpo o la porcidon de uniébn a antigeno con el antigeno,
donde la presencia del complejo indica la amiloidosis, en particular, la
enfermedad de Alzheimer o la amiloidosis del sindreme de Down, en el sujeto.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las afinidades de union de los anticuerpos de la invencion pueden
evaluarse usando inmunizados estandardizados in vitro, tales como andlisis de
ELISA, transferencia puntual o BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala,
Suecia y Piscataway, NJ). Para hallar descripciones, véanse Jénsson, U., et al.
(1993) Ann. Biol. Clin. 51:19-26; Jdnsson, U, et al. (1991) Biotechniques
11:620-627, Johnsson, B., et al. (1995) J. Mol. Recognit. 8:125-131; y
Johnsson, B., et al. (1991) Anal. Biochem. 198:268-277.

De acuerdo con una realizacion particular, las afinidades definidas en la
presente documentacion hacen referencia a los valores obtenidos llevando a
cabo una transferencia puntual, como se describe en el ejemplo 8, y
evaluandolo por densitometria. De acuerdo con una realizacién particular de la
invencion, la determinacidn de la afinidad de unién por transferencia puntual
comprende lo siguiente: se transfiere una cantidad determinada del antigeno
(por ejemplo, ei globutémero AB(X-Y), el mondmero AB(X-Y) o las fibrillas AB(X-
Y), como se definié con anterioridad), o en la practica, una dilucién apropiada

de éste, por ejemplo, en NaHPO, 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4, 0,2 mg/mi de
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BSA, a una concentracion de antigeno, por ejemplo, de 100 pmol/ul, 10
pmol/gl, 1 pmolful, 0,1 pmol/pl y 0,01 pmol/pl, en una membrana de
nitrocelulosa, luego la membrana se bloquea con ieche para prevenir la union
no especifica y se lavam luego se la pone en contacto con el anticuerpo de
interés, a lo que sigue la deteccién de este titimo por medio de un anticuerpo
secundario conjugado a una enzima y una reaccién colorimeétrica; a
concentraciones de anticuerpos definidas, donde la cantidad de anticuerpo
unide permite determinar la afinidad. Por ende, la afinidad relativa de los dos
anticuerpos diferentes por un blanco, o de un anticuerpo por dos blancos
diferentes, se define en la presente documentacion como la relacién de las
cantidades respectivas del anticuerpo unide al blanco, observadas con las dos
combinaciones de anticuerpo-blanco, bajo condiciones de transferencia puntual
idénticas en el resto de los aspectos. A diferencia de un abordaje similar
basado en Westemn blot, el abordaje de transferencia puntual permite
determinar la afinidad de un anticuerpo por un blanco dado en su conformacion
natural, a diferencia del abordaje de ELISA, el abordaje de transferencia
puntual no sufre diferencias en las afinidades entre los distintos blancos vy la
matriz, por lo que permite realizar .comparaciones mas precisas entre distintos
blancos.

El término "Kp", como se lo usa en la presente documentacién, hace
referencia a la constante de disociacién de una interaccién anticuerpo-antigeno
particular, que es conocida en la técnica.

Los anticuerpos de la presente invencion preferiblemente son
anticuerpos aislados. Un “anticuerpo aislado” hace referencia a un anticuerpo

que tiene las afinidades de unién descriptas con anterioridad, y que esta
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esencialmente libre de otros anticuerpos que tienen distintas afinidades de
unién. El término “esencialmente libre" hace referencia en la presente
documentacién a una preparacion de anticuerpos donde al menos 85% de los
anticuerpos, preferiblemente al menos 98% de los anticuerpos, y mas
preferiblemente, al menos 99% de los anticuerpos tienen la afinidad de unién
deseada. Mas aun, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de
otro material celular y/o sustancias quimicas.

Los anticuerpos aislados de la presente invencién incluyen anticuerpes
moenoclonales. Un “anticuerpo monacional”, como se lo usa en la presente
documentacién, hace referencia a una preparacion de moléculas de anticuerpo,
anticuerpos que comparten una secuencia de aminoacidos de la cadena
pesada y la cadena en comun, en contraste con las preparaciones de
anticuerpos “policlonales”, que contienen una mezcla de anticuerpos con
secuencias de aminoacidos diferentes. Los anticuerpos monoclonales pueden
generarse con diversas tecnologias, tales como fagos, bacterias, levaduras o
presentaciones ribosdmicas, y también con métodos clasicos, por ejemplo,
anticuerpos derivados de hibridomas (por ejemplo, un anticuerpo secretado por
un hibridoma preparado con tecnologia de hibridomas, tal como la metodologia
de hibridomas de Kohler y Milstein ((1975) Nature 256:495-497). Por lo tanto,
un anticuerpo no derivado de un hibridoma con una secuencia uniforme aun se
conoce como anticuerpo monoclonal en la presente documentacidén, aunque
haya sido obtenido con metodologias no clasicas, y el término “monoclonal”’ no
se restringe a los anticuerpos derivados de hibridomas, sino que se usa para

hacer referencia a todos los derivados de un clon de acidos nucleicos.
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Por consiguiente, los anticuerpos monoclonales de la presente invencion
incluyen anticuerpos recombinantes. En la presente documentacion, el término
‘recombinante” hace referencia cualquier combinacion artificial de dos
segmentos de secuencia que de otro modo estarian separados, por ejemplo,
por sintesis quimica 0 mediante la manipulacidén de segmentos de acidos
nucleicos aislados con técnicas de ingenieria genética. En particular, el término
“anticuerpos recombinante” hace referencia a anticuerpos que se producen, se
expresan, se generan o se aislan por medios recombinantes, tales como los
anticuerp;Js que se expresan usandc un vector de expresién recombinante
transfectado a una célula hospedera; anticuerpos aislados a partir de una
biblioteca anticuerpos recombinantes; anticuerpos aislados de un animal (por
ejemplo, un ratén) que es transgénico debido a la presencia de genes de
inmunogiobulina human (véase, por ejemplo, Taylor, L.D., et al. (1992) Nucl.
Acids Res. 20:6287-6295); o anticuerpos que se producen, se expresan, se
generan o se aislan de cualquier otro modo, donde se ensamblan secuencias
de inmunoglobulina particulares (tales como secuencias de genes de
inmunoglobulinas humanas) con otras secuencias de ADN. Los anticuerpos
recombinantes incluyen, por ejemplo, anticuerpos quimeéricos, con CDR
injertadas y humanizados. Aqué!l entrenado en la técnica ha de saber que la
expresion de un anticuerpo monoclonal convencional derivade de un hibridoma
en un sistema heterogéneo requerira la generacibn de un anticuerpos
recombinante, aun si la secuencia de aminoacidos de 1a proteina del anticuerpo
resultante no cambia, © no se desea cémbiarla..

En una realizacién particular de la invencion, el anticuerpo es un

anticuerpo humanizado.
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De acuerdo con una multiplicidad de realizaciones, €l anticuerpo puede
comprender una secuencia de aminoacidos derivada completamente de una
sola especie, tal como un anticuerpo humano o un anticuerpo de ratén. De
acuerdo con otras realizaciones, el anticuerpo puede ser un anticuerpo
quimérico o un anticuerpo con CDR injertadas, u otra forma de anticuerpo
humanizado.

El término “anticuerpo” hace referencia a moléculas de inmunoglobulina
que consisten en 4 cadenas de polipéptidos: dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas livianas (L). Las cadenas comunmente estan conectadas unas con
otras a través de enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por
una regién variable de dicha cadena pesada (abreviada en la presente
documentacién como HCVR o VH) y una region constante de dicha cadena
pesada. La region constante de la cadena pesada consiste en tres dominios,
CH1, CH2 y CH3. Cada cadena liviana esta compuesta por una regiéon variable
de dicha cadena liviana (abreviada en la presente documentacién como LCVR
0 VL) y una regién constante de dicha cadena liviana. La region constante de la
cadena liviana consiste en un dominio CL. Las regicnes VH y VL pueden
dividirse adicionalmente en regiones hipervariables, conocidas como regiones
de determinacién de la complementariedad (CDR), y separadas por regiones
conservadas conocidas como regiones de marco (FR). Por consiguiente, cada
regién VH y VL consiste en tres CDR y cuatro FR, que estan dispuestas entre
el extremo N y el extremo C en el siguiente crden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. Esta estructura es bien conocida por aquellos entrenados en

la técnica.
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El término “porcidn de unibn a antigeno” de un anticuerpo (o
simplemente "porcién de anticuerpo”) hace referencia a uno o mas fragmentos
de un anticuerpo de la invencién, donde dichos fragmentos aun tienen las
afinidades de unidon definidas con anterioridad. Se ha demostrado que los
fragmentos de un anticuerpo completo pueden cumplir la funciéon de unién a
antigeno de un anticuerpo. De acuerdo con el término “porcién de unién a
antigeno’ de un anticuerpo, los ejemplos de fragmentos de unién incluyen (i) un
fragmento Fab, es decir, un fragmento monovalente compuesto por los
dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab'),, es decir, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos entre si en la regién
bisagra a través de un enlace disulfuro; (iii) un fragmento Fd compuesto por los
dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv compuesto por los dominios FL y VH
de un solo brazo de un anticuerpo; (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989)
Nature 341.544-546), que consiste en un dominio VH o de VH, CH1, CH2,
DH3, o VH, CH2, CH3; y (vi) una regién de determinacion de la
complementariedad (CDR) aislada. Aunque los dos dominios del fragmento Fv,
a saber, VL y VH, estan codificados por genes separados, pueden conectarse
uno con otro usando un conector sintético, por ejemplo, una secuencia de
aminoacidos poali-G4S, y métodos recombinantes, lo que permite prepararios
como una proteina de una cadena sencilla, donde se combinan las regiones VL
y VH para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de una cadena
sencilla (ScFv), véanse, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y
Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). El término
“‘porcion de unidén a antigeno” de un anticuerpo también abarca estos

anticuerpos de una cadena sencilla. Del mismo modo, otras formas de
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anticuerpos de una cadena sencilla, tales como 0s “diacuerpos”®, también estan
incluidas en la presente documentacién. Los diacuerpos son anticuerpos
bivalentes y biespecificos donde los dominios VH y VL se expresén en una
cadena sencilla de polipéptido, pero usando un conector que es demasiado
corto para que los dos dominios se combinen en la misma cadena, que 'o que
se fuerza el apareamiento de dichos dominios con dominios complementarios
de una cadena diferente y la formacion de dos sitios de unidén a antigeno
(véanse, por ejemplo, Holliger, P., et al. (1993} Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:6444-6448; Poljak, R.J., et al. (1994) Structure 2:1121-1123). Un dominio
constante de inmunoglobulina hace referencia a un dominio constante de la
cadena pesada o liviana. Las secuencias de aminoacidos de las regiones
constantes de la cadena pesada y la cadena liviana de la IgG humana son

conacidas en la técnica y se representan en la Tabla 1.

Tabla 1: Secuencia del dominio constante de la cadena pesada y el dominio
constante de la cadena liviana de la IgG humana
Protelna ID de la Secuencia
secuencia
12345678901234567890123456789
012
regién constante Ig SEQIDN°39 ASTKGPSVFFLAPSSKSTSGGTAA
gamma-1 LGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDK
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region  constante SEQ ID N° 40
mutante |g gamma-

1

59

KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYT

QKSLSLSPGK
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNW

e



region constante Ilg SEQ ID N° 41
Kappa

region constante Ilg SEQ ID N° 42
Lambda

60

YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKG

QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL

TCLVKGFY

PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV:

LOSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYT

QKSLSLSPGK
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
CLLNNFY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HQGLSSP

VTKSFNRGEC
QPKAAPSVTLFPPSSEELQANKAT
LVCLISDF
YPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTT
PSKQSNNK
YAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQ
VTHEGSTVE

KTVAPTECS

|
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Ademas, un anticuerpo de la presente invencién, o una porcién de union
a antigeno de éste, puede ser parte de una molécula de inmunoadhesién mas
grande, formada por la asociacion covalente o no covalente de dicho
anticuerpo ¢ porcidon de anticuerpo con una o mas proteinas o péptidos
adicionales. Para dichas moléculas de inmunoadhesion, es relevante el uso de
la region principal de la estreptavidina en la preparacién de una molécula
tetramérica scFv (Kipriyanov, S.M., et al. (1995) Human Antibodies and
Hybridomas 6:93-101) y el uso de un residuo de cisteina, un péptido marcador
y una marca de polihistidinito C-terminal, por ejemplo, hexahistidinilo, en la
produccion de moléculas scFv bivalentes y biotiniladas (Kiprivanov, S.M., et al.
(1994) Mol. Immunol. 31:1047-1058).

El término “anticuerpo humano® hace referencia a anticuerpos cuyas
regiones variable y constante corresponden o derivan de secuencias de
inmunoglobulinas de la Iinea germinal humana, como se describe, por ejemplo,
en Kabat et al. (véase Kabat, et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicién, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los EEUU, Publicacién del NIH N° 91-3242). Sin embargo, los
anticuerpos humanos de la invencién pueden conteﬁer residuos de
aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulinas de la linea
germinal humana (por ejemplo, mutaciones que han sido introducidas por
mutagénesis al azar o con especificidad de sitio in vitro, o por mutaciones
somaticas in vivo), por ejemplo, en las CDR, y en particular, en CDR3. Los
anticuerpos humanos recombinantes de la invencion tienen regiones variables,
y también pueden contener regiones constantes derivadas de secuencias de

inmunoglobulinas de la linea germinal humana (véase Kabat, E.A, ef al. (1991)
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Sequences of Proteins of Immunological Interest Quinta Edicién,
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los EEUU, Publicacién del
NIH N° 91-3242). Sin embargo, de acuerdo con realizaciones particulares,
estos anticuerpos humanos recombinantes estan sometidos a mutagénesis in
vitro (0 a mutagénesis somaticas in vivo, si s usa un animal que es
transgénico debido a secuencias de Ig humanas), por lo que las secuencias de
aminoacidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son
secuencias que, aunque estan relacionadas o derivan de secuencias VH y VL
de la linea germinal humana, no existen naturalmente in vivo en el repertorio de
anticuerpos de la linea germinal humana. De acuerdo con realizaciones
particulares, los anticuerpos recombinantes de este tipo son el resultado de
mutagénesis selectiva o retromutacion, o ambas. Preferiblemente, la
mutagenesis resulta en una afinidad por el blanco que es mayor, y/o una
afinidad por estructuras distintas del blanco que es menor que la del anticuerpo
progenitor.

El término “"anticuerpo quimérico” hace referencia a anticuerpos que
contienen secuencias de la region variable de las cadenas pesada vy liviana de
una especie, y secuencias de la regién constante de otra especie, tales como
anticuerpos que tienen regiones variables de las cadenas pesada y liviana
unidas a regiones constantes humanas.

El termino “anticuerpo con una CDR injertada” hace referencia a
anticuerpos que comprenden secuencias de regiones variables de las cadenas
pesada y liviana de una especie, pero cuyas secuencias de una 0 mas regiones
CDR de VH y/o VL han sido reemplazadas por secuencias CDR de otra

especie, tales como anticuerpos que tienen regiones variables de las cadenas
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pesada y liviana murinas, donde una ¢ mas de las CDR murinas (por ejemplo,
CDR3) han sido reemplazadas por secuencias CDR humanas.

El término "anticuerpo humanizado™ hace referencia a anticuerpos que
contienen secuencias de la regién variable de las cadenas pesada y liviana de
una especie no humana (por ejemplo, raton, rata, conejo, pollo, camélidos,
ovejas o cabras), pero donde al menos una parte de la secuencia VH y/o VL ha
sido alterada para que sean mas “similares a humanos”, es decir, para que
sean mas similares a las secuencias variables de la linea germinal humana. Un
tipo de anticuerpo humanizado es un anticuerpo con una CDR injertada donde
las secuencias CDR humanas han sido insertadas en secuencias VH y VL no
humanas para reemplazar las secuencias CDR no humanas correspondientes.

Los términos "numeracion de Kabat", “definiciones de Kabat® y
"nomenciatura de Kabat" se usan indistintamente en la presente
documentacion. Estos términos, que son reconocidos en la técnica, hacen
referencia a un sistema para numerar los residuos de aminoacidos que son
mas variables (es decir, hipervariables) que otros residuos de aminoacidos en
las regiones variables de las cadenas pesada y liviana de un anticuerpo 0 una
porcion de unién a antigeno dé éste (Kabat et al. (1971) Ann. NY Acad. Sci.
190:382-391, y Kabat, E.A, et al (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los EEUU, Publicacion del NIH 91-3242). Para la region variable
de la cadena pesada, la region hipervariable se extiende entre las posiciones
de los aminoacidos 31 a 35 para CDR1, entre las posiciones de los
aminoacidos S0 a 65 para CDR2, y entre las posiciones de los aminoacidos 95

a 102 para CDR3. Para la regidén variable de la cadena liviana, la region
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hipervariable se extiende entre las posiciones de los aminoacidos 24 a 34 para
CDRH1, entre las posiciones de los amincacidos 50 a 56 para CDR2, y entre las
posiciones de los aminoacidos 89 a 97 para CDR3.

Como se los usa en la presente documentacién, los términos "aceptor” y
"anticuerpo aceptor’ hacen referencia al anticuerpo o la secuencia de acido
nucleico que proporciona ¢ codifica al menos 80%, al menos 85%, al menos
90%, al menos 95%, al menos 98% o 100% de las secuencias de aminoacidos
de una o méas de las regiones de marco. En algunas realizaciones, el término
"aceptor” hace referencia a la secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos del
anticuerpo que proporciona o codifica las regiones constantes. En aun otra
realizacién, el término "aceptor" hace referencia a la secuencia de aminoacidos
o acidos nucleicos del anticuerpo que proporciona o codifica una ¢ mas de las
regiones de marco y las regiones constantes. En una realizacion especifica, el
término “aceptor” hace referencia a una secuencia de aminoacidos o acidos
nucleicos de un anticuerpo que proporciona o codifica al menos 80%,
preferiblemente, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%,
o 100% de las secuencias de aminoacidos de una o mas de las regiones de
marco. De acuerdo con esta realizacién, un aceptor puede contener al menos
1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5 0 al menos 10 residuos de
aminoacidos que no aparecen en una 0 mas posiciones especificas de un
anticuerpo humano. Una regién de marco aceptora y/o una regién constante
aceptora, por ejemplo, puede derivar o puede obtenerse a partir de un
anticuerpo de la linea germinal, un gen de un anticuerpo maduro, un anticuerpo
funcional (por ejemplo, anticuerpos bien conocidos en la técnica, anticuerpos

en desarrollo, o anticuerpos disponibles comercialmente).
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Como se lo usa en la presente documentacién, ei término "CDR" hace
referencia a la regién de determinacion de la complementariedad dentro de las
secuencias variables de un anticuerpo. Para cada una de las regiones
variables, hay tres CDR en cada una de las regiones variables de la cadena
pesada y la cadena liviana, que se denominan CDR1, CDR2 y CDRS3. El
término “conjunto de CDR", como se lo usa en la presente documentacion,
hace referencia a un grupo de tres CDR que aparecen en una sola region
variable y permiten la unién al antigeno. Los limites exactos de estas CDR han
sido definidos en distintos términos de acuerdo con distintos sistemas. El
sistema descripto por Kabat (Kabat et al, Sequences of Proteins of
immunological Interest (Instituto Nacional de Salud, Bethesda, Md. (1987) y
(1991)) no sclamente provee un sistema de numeracién no ambiguo de los
residuos que puede aplicarse a cualquier region variable de un anticuerpo, sino
que también provee Ilimites precisos para los residuos que definen las tres
CDR. Estas CDR pueden denominarse CDR Kabat. Chotia y sus colegas
(Chotia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987) y Chotia et al., Nature 342:877-
883 (1989)) descubrieron que determinadas sub-porciones dentro de las CDR
Kabat adoptan conformaciones casi idénticas del esqueleto peptidico, a pesar
de su gran diversidad a nivel de la secuencia de aminoacidos. Estas sub-
porciones se denominaron L1, L2 y L3, 0 H1, H2 y H3, donde "L" y "H" hacen
referencia a las regiones de l|a cadena liviana y la cadena pesada,
respectivamente. Estas regiones pueden denominarse CDR Chotia, y tienen
limites que se superponen con las CDR Kabat. Otros limites que definen CDR
que se superponen con las CDR de Kabat han sido descriptos por Padlan

(FASEB J. 9:133-139 (1995)) y MacCallum (J Mol Biol 262(5):732-45 (1996)).
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Aun otras definiciones de limites de CDR pueden no seguir estrictamente uno
de los sistemas anteriores, pero aun asi se superponen con las CDR ‘Kabat,
aunque pueden estar acortadas o alargadas a la luz de las predicciones o los
descubrimientos experimentales de residuos o grupos de residuos particular, o
aun CDR completas, que no afectan significativamente la unién al antigeno. En
los meétodos usados en la presente documentacién pueden emplearse CDR
definidas de acuerdo con cualquiera de eslos sisiernas, aunque en
realizaciones preferidas se usan CDR definidas de acuerdo con Kabat ¢ Chotia.

Como se lo usa en la presente documentacion, el término residuo
"candnico” hace referencia a un residuo en una CDR o un marco que define
una estructura canénica de CDR particular, como lo definen Chotia et al. (J.
Mol. Biol. 196:901-907 (1987); Chotia et al., J. Mol. Biol. 227:799 (1992), ambos
incorporados en la presente documentacion a modo de referencia). De acuerdo
con Chotia et al., las porciones criticas de las CDR de muches anticuerpos
tienen conformaciones del esqueleto peptidico casi idénticas, a pesar de su
gran diversidad a nivel de la secuencia de aminoacidos. Cada estructura
canonica especifica principalmente un conjunto de angulos de torsion del
esqueleto peptidico para un segmento contiguo de residuos de aminoacidos
gue forman un rizo.

Como se los usa en la presente documentacion, los términos "donante" y
"anticuerpo donante” hacen referencia a un anticuerpo que proporciona una o
mas CDR. En una realizacion preferida, el anticuerpo donante es un anticuerpo
de una especie diferente del anticuerpo del que se obtienen o derivan las

regiones de marco. En el contexto de un anticuerpo humanizado, el término
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"anticuerpo donante” hace referencia a un anticuerpo no humano que
proporciona una o mas CDR.

Como se lo usa en la presente documentacion, el término "marco” o
“secuencia de marco hace referencia a las secuencias restantes de una region
variable menos las CDR. Como la definicién exacta de una secuencia CDR
puede determinarse usando distintos sistemas, el significado de una secuencia
de marco esté sujeto a interpretaciones correspondientemente diferentes. Las
seis CDR (CDR-L1, L2 y L3 de la cadena liviana, y CDR-H1, H2 y H3 de la
cadena pesada) también dividen las regiones de marco en la cadena liviana y
la cadena pesada en cuatro sub-regiones (FR1, FR2, FR3 y FR4) en cada
cadena, donde CDR1 estd localizada entre FR1 y FR2, CDR2 esta localizada
entre FR2 y FR3, y CDR3 esta localizada entre FR3 y FR4. Sin especfficar las
sub-regiones particulares como FR1, FR2, FR3 o FR4, una region de marco, tal
como la han definido otros, representa las FR combinadas en la region variable
de una cadena sencilla de inmunoglobulina de ocurrencia natural. Como se la
usa en la presente documentacion, una FR representa una de las cuatro sub-
regiones, y las FR representan dos o mas de las cuatro sub-regiones que
constituyen una regién de marco.

Las secuencias aceptoras de la cadena pesada y la cadena liviana
humana son conocidas en la téc¢nica.

Como se o usa en la presente documentacién, el término "gen de
anticuerpo de la linea germinal" o "fragmento de gen" hace referencia a una
secuencia de inmunoglobulina codificada por células no linfoides que no han
pasado por el proceso de maduracion que resulta en la redisposicidn genética y

la mutacién para expresar una inmunoglobulina particular (véanse, por ejemplo,
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Shapiro et al., Crit. Rev. Immunol. 22(3). 183-200 (2002); Marchalonis et al.,
Adv Exp Med Biol. 484:13-30 (2001)). Una de las ventajas proporcionadas por
las diversas realizaciones de la presente invencion deriva del descubrimiento
de que los genes de anticuerpos de la linea germinal tienen mayores
probabilidades que los genes de genes maduros de conservar estructuras
esenciales en su secuencia de aminoacidos que son propias de los individuos
de la especie, por o que es menos probable que no sean reconocidos ¢omo
propios cuando se los use en dicha especie,

Como se lo usa en la presente documentacidén, el término residuos
"clave" hace referencia a determinados residuos dentro de la region variable
que tienen un impacto mayor sobre la especificidad y/o la afinidad de unién de
un anticuerpo, en particular, un anticuerpo humanizado. Un residuo clave
incluye, sin limitaciones, uno 0 mas de los siguientes: un residuo que se halla
adyacente a una CDR, un sitio de glicosilacion potencial (que puede ser un sitio
de N u O-glicosilacion), un residuo raro, un residuo capaz de interactuar con el
antigeno, un residuo capaz de interactuar con una CDR, un residuo canénico,
un residuo de contacto entre la regién variable de la cadena pesada y la regiéon
variable de la cadena liviana, un residuo en la zona de Vernier, y un residuo en
una region donde se superpone una CDR1 de cadena pesada definida por
Chotia y un marco de la primera cadena pesada definida por Kabat.

Como se 1o usa en la presente documentacion, el término "anticuerpo
humanizado™ hace referencia especificamente a un anticuerpo, o una variante,
un derivado, un analogo o un fragmento de éste que se une de forma
inmunoespecifica a un antigeno de interés, y que comprende una region de

marco (FR) que sustancialmente tiene la secuencia de aminoéacidos de un
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anticuerpo humano y una region de determinacion de la complementariedad
(CDR) que sustancialmente tiene la secuencia de aminoacidos de un
anticuerpc no humano. Como se [0 usa en la presente documentacion, el
término “"sustancialmente”, en el contexto de una CDR, hace referencia a una
CDR que tiene una secuencia de aminoacidos al menos 80%, preferiblemente
al menos 85%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 8% o al menos 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la CDR de un anticuerpo no
humano. Un anticuerpo humanizado sustancialmente comprende la totalidad de
al menos ung, y tipicamente dos dominios variables (Fab, Fab', F(ab') 2, FabC,
Fv), donde la totalidad o sustancialmente todas las regiones de CDR
corresponden a aquellas de una inmunoglobulina no humana (es decir, el
anticuerpo donante), y la totalidad o sustancialmente todas las regiones de
marco son las de una secuencia consenso de inmunoglobulina human.
Preferiblemente, un anticuerpo humanizado también comprende al menos una
porcién de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una
inmunogliobulina humana. En algunas realizaciones, un anticuerpo humanizado
contiene la cadena liviana y al menos el dominio variable de una cadena
pesada. El anticuerpo tambien puede incluir las regiones CH1, bisagra, CH2,
CH3 y CH4 de la cadena pesada. En algunas realizaciones, un anticuerpo
humanizado solamente contiene una cadena liviana humanizada. En algunas
realizaciones, un anticuerpo humanizado solamente contiene una cadena
pesada humanizada. En realizaciones especificas, un anticuerpo humanizado
solamente contiene un dominio variable humanizado de una cadena liviana y/o

una cadena pesada humanizada.
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E! anticuerpo humanizado puede seleccionarse entre cualguier clase de
inmunoglobulinas, incluyendo IgM, 1gG, 1gD. IgA e IgE, y cualquier subclase,
incluyendo, sin imitaciones, IgG1, lgG2, IgG3 e 1gG4.

No es necesario que las regiones de marco y CDR de un anticuerpo
humanizado correspondan con precisidén a Ias secuencias progenitoras; por
ejemplo, la CDR del anticuerpo donante o el marco consenso puede haber sido
mutada mediante 1a sustitucidn, 1a insercidn y/a¢ la supresién de al menos un
residuo de aminoacide, de moado que el residuo de la COR o el marco en dicho
sitip no corresponde exactamente al anticuerpo denante o al marco consenso.
Sin embargs, en una realizacién preferida, gstas mutaciones ne son extensas.
Comunmente, al menes B80%, prefenblemente al menos 85%, mas
preferiblemente, al mengs S0%, y mas prefenblemente, al menocs 85% de los
residuos del anticuerpo humanizado corresponderan a los de [2s secuencias de
las FR y COR progenitoras. Como se lo usa en la presente documentacion, el
términe "marco consenso “ hace referencia a la regién de marco en la
secuencia de la inmunoglobulinag consenso. Como se lo usa en la presente
documentacion, el térming “secuencia de inmunoglobulina consensg” hace
referencié a la secuencia formada con los aminodcidas de ocumrencia mas
frecuente (0 nuclebtidos) en una familia de secuencias de inmunoglobulina
relacionadas (véase, por ejemplo, Winnaker, From Genes to Clones
(Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania, 1987)). En uma familia de
inmunaglobulinas, cada posician en 1a secuencia consenso esta ocupada por el
aminaacido que aparece can mayor frecuensia en dicha posician en la familia.
Cuande dos amincacwios aparecen con igual frecuencia, cualquiera de ellos

pueds incluirse an lg secuencia consenso.
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Como se la usa en la presente documentacion, la zona "Vernier" hace
referencia a un subconjunto de residuos del marco que pueden ajustar la
estructura de la CDR y ajustarla con precisién para que se una al antigeno
como, lo describen Foote y Winter (1992, J. Mol. Biol. 224:487-499, que se
incorpora en la presente documentacién a modo de referencia). Los residuos
de la zona Vernier forman una capa que queda debajo de las CDR, y pueden
afectar ia estructura de las CDR vy la afinidad del anticuerpo.

El término "epitope” incluye cualquier polipéptido determinante capaz de
unirse especificamente a una inmunoglobulina. En determinadas realizaciones,
los epitopes determinantes incluyen agrupaciones superficiales de moleculas
con actividad quimica, tales como aminoacidos, cadenas laterales de azucares,
fosforilos o sulfonilos, y en determinadas realizaciones, pueden tener
caracteristicas especificas en su estructura tridimensional y/o caracteristicas de
carga especificas. Un epitope es una regién de un antigeno donde se une un
anticuerpo. En determinadas realizaciones, se dice que un anticuerpo se une
especificamente a un antigeno cuando reconcce de forma preferencial su
antigeno blanco en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.

E! término '"polinucledtido”, como se lo usa en la presente
documentacion, hace referencia a una forma polimérica de dos o mas
nuctedtidos, ya sean ribonucledtidos o desoxinucleétidos, o una forma
modificada de cualquier tipo de nuctedtido. El termino incluye formas de ADN
de cadena simple y doble, pero preferiblemente es ADN de cadena doble.

El término "polinucledtido aislado”, como se lo usa en la presente
documentacion, hace referencia a un polinucledtido (por ejemplo, gendmico, de

ADNc o de origen sintético, o cualquier combinacién de éstos) que, en virtud de
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su origen, no esta asociado con la totalidad o una porcidn de un polinucleédtido
con el que normalmente se halla asociado en la naturaleza; que esta unido
operativamente a un polinucleétido con el que normalmente no se halla unido
en la naturaleza, o que no aparece en la naturaleza como parte de una
secuencia mayor.

El términc "vector”, como se o usa en la presente documentacion, hace
referencia a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido
nucleico al que esta unido. Un tipo de vector es un "plasmidc”, que hace
referencia a un ADN circular de cadena doble con el que pueden unirse
segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, que
permite unir segmentos de ADN adicionales al genoma viral. Determinados
vectores pueden replicarse de forma auténoma en la célula hospedera en la
que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de
replicacién bacteriano y vectores episomales de mamiferos). Otros vectores
(por ejemplo, vectores no episomales de mamiferos) pueden integrarse en el
genoma de una célula hospedera al introducirse en ella, por lo que se replican
junto con el genoma del huésped. Mas aun, determinados vectores pueden
dirigir la expresién de los genes a los que estan unidos operativamente. Estos
vectores se conocen en la presente documentacion como “vectores de
expresién recombinante” (o simplemente "vectores de expresién™). En general,
los vectores de expresion utiles para los protocolos de ADN recombinante
comunmente toman la forma de plasmidos. En esta solicitud, "plasmido” y
"vector' pueden usarse indistintamente, ya que el plasmido es la forma de
vector de uso mas comun. Sin embargo, en la invencién han de incluirse otras

formas de vectores de expresion, tales como vectores virales (por ejemplo,
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retrovirus con replicacion defectuosa, adenovirus y virus adeno-asociados), que
cumplen funciones equivalentes.

El términc "unido operativamente” hace referencia a una yuxtaposicién
donde los compeonentes descriptos se hallan en una relacién que les permite
funcionar de la manera deseada. Una secuencia control "unida operativamente”
a una secuencia codificante esta conectada de modo tal que la expresién de la
secuencia codificante se obtiene bajo condiciones compatibles con las
secuencias control. Las secuencias "unidas operativamente” incluyen
secuencias de contro! de la expresion que se hallan contiguas al gen de interés
y secuencias de control de la expresion que actuan en frans o a distancia para
controlar el gen de interés. El término "secuencia de control de la expresion”,
como se lo usa en |la presente documentacién, hace referencia a secuencias de
polinucleétidos que son necesarias para obtener la expresion y el
procesamiento de las secuencias codificantes a las que estan unidas. Las
secuencias de control de la expresiéon incluyen secuencias apropiadas para e!
inicio de la ftranscripcion, la terminacion, secuencias promotoras vy
potenciadoras; senales eficaces para el procesamiento del ARN, tales como
secuencias de separacion y poliadenilacion; secuencias que estabilizan el
ARNm citoplasmatico, secuencias que mejoran la eficiencia de la traduccion
(es decir, la secuencia consenso Kozak); secuencias que mejoran la estabilidad
de las proteinas; y cuando se lo desea, secuencias que mejoran la secrecién
de las proteinas. La naturaleza de estas secuencias de control difiere
dependiendo del organismo huésped. En procariotas, estas secuencias de
control generalmente incluyen promotores, sitios de unién a ribosomas vy

secuencias de terminacion de la transcripcidn. En eucariotas, en general, estas
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secuencias de control incluyen promotores y secuencias de terminacian de la
transcripcion. El término "secuencias de control” incluye componentes cuya
presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y también pusde
incluir componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo,
secuencias directrices y secuencias que son asociados de fusion

La “transformacién”, como se |z define en la presente documentacién,
hace referencia a cualquier proceso con el cual el ADN exdgeno ingresa en una
célula hospedera. La transformacion puede ocumr bajo condicionas naturales o
artific/ales. usando diversos métodos bien conocidos en la tacnica. La
transformacion puede basarse en cualquier método conocido para insertar
secuencias de acidos nucleicos extrafias en células huesped procarictas o
ecuariotas. El metodo se selecciona sobre la base de la célula hospedera a
transformar, y puede inclur, sin iimitaciones, la infeccidn wiral, la
electroporacion, la lipofeccién y el bombardeo de particulas Estas células
"transformadas” incluyen celulas transformadas de forma estable, donde el
ADN insertado puede replicarse como un plasmido de replicacion auténoma o
como parte del cromosoma del huésped. Tambign incluyen células que
expresan de forma fransiforiz el ADN o el ARN insertada por periodos de
tiempo limitados.

El término "célula hospedera recombinante” {o simplemente "célula
hospedera"), como se lo usa en la presente documentacion, hace referencia a
la celula en la que se introduce ADN exégeno. Ha de comprenderse que astos
términos no solamente hacen referencia a la celula sujeto particular, sino
tambien a la progenie de dicha célula, Como es posible que ocurran

modificaciones en las generaciones sucesivas debido a mutaciones o©
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influencias ambientales, de hecho, esta progenie puede no ser idéntica a la
célula progenitora, pero aan se incluye dentrc del término "célula hospedera”,
tal como se lo usa en la presente documentacion. Preferiblemente, las células
huésped incluyen céluias procariotas y eucariotas seleccionadas entre
cualquiera de los reinos de la vida. Las células eucariotas preferidas incluyen
células protistas, fingicas, vegetales y animales. Mas preferiblemente, las
células huésped incluyen, sin limitaciones, células procariotas de la linea de E.
coli; las lineas de células de mamiferos CHO, HEK 293 y COS; la linea de
células de insecto Sf9; y la célula fungica Saccharomyces cerevisiae.

Es posible usar procedimientos convencionales para producir ADN
recombinante, sintetizar oligonucledtidos y cultivar y transformar tejidos (por
ejemplo, electroporacién, lipofeccidén). Las reacciones enzimaticas y los
procedimientos de purificacién pueden llevarse a cabo de acuerdo con las
especificaciones de los fabricantes, de maneras conocidas en la técnica o
como se describe en la presente documentacidon. Los protocolos y los
procedimientos pueden llevarse a cabo en general de acuerdo con métodos
convencionales conocidos en la técnica y como se describe en diversas
referencias genérales y mas especificas que se citan y se describen en esta
memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual (2% edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1889)), que se incorpora en la presente doccumentacion a
modo de referencia para cualquier propésito.

Un “organismo transgénico”, como es conocido en la técnica y como se
lo usa en la presente documentacién, hace referencia a un organismo que tiene

células que contienen un transgen, donde el transgen introducido en el
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organismo (o cualquier ancestro del organismo) expresa un polipéptido que no
se expresa naturalmente en el organismo. Un “transgen” es una construccion
de ADN que se integra de forma estable y operativa en el genoma de una
célula a partir de la que se desarrolla un organismo transgénico, donde dirige la
expresion de un producto génico cedificado en uno o mas tipos celulares o

tejidos del organismo transgenico.

A continuacién se describen métodos para producir los anticuerpos de la
invencion. Se hace una distincion entre los abordajes in vivo, los abordajes in
vitro o las combinaciones de ambos.

A continuacién se describen algunos meétodos para producir los
anticuerpos de la invencion. Se hace una distincion entre los abordajes in vivo,
los abordajes in vitro o las combinaciones de ambos.

Abordajes in vivo

Dependiendo del tipo de anticuerpo deseado, pueden usarse diversos
animales huésped para la inmunizacion in vivo, Puede usarse un huésped que
expresa una version enddgena del antigeno de interés. Como alternativa, es
posible usar un huésped en el que se ha introducido una deficiencia en una
versién enddgena del antigeno de interés. Por ejemplo, se ha demostrado que
los ratones en los que se ha introducido una deficiencia de una proteina
endégena particular por recombinacién homéloga en el gen enddgeno
correspondiente (es decir, ratones sometidos a knockout) generan una
respuesta hurnoral a la proteina con la que han side inmunizados, por lo que
pueden usarse para la produccién de anticuerpos monoclonales de alta
afinidad por la proteina (véase, por ejemplo, Rees, J. et al. (1995) J. Immunol.

Métodos 183:231-237; Lunn, M.P, et al. (2000) J. Neurochem. 75:404-412).
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Una multiplicidad de mamiferos no humanos son apropiados para la
producir los anticuerpos no humanos de acuerdo con la invencién. Dichos
animales incluyen ratones, ratas, pollos, camélidos, conejos, ovejas y cabras (y
versiones de éstos sometidas a knockout), aunque para la produccion de
hibridomas se prefieren los ratones. Ademas, un animal huésped no humano
que expresa un repertorio de anticuerpos humanos puede usarse para producir
anticuerpos esencialmente humanos contra un antigeno humano con
especificidad doble. Los animales no humanos de este tipo incluyen animales
transgenicos (por ejemplo, ratones) que contienen transgenes de
inmunoglobulina humana (ratones quiméricos hu-PBMC SCID) y quimeras de
irradiacion de humanofratén, que se describirdn con mayor detalle mas
adelante.

De acuerdo con una realizacién, el animal inmunizado con el
globuldmero AB(20-42) o el derivado de éste es un mamifero no humano,
preferiblemente un ratdn, que es transfgénico debido a la presencia de genes
de inmunoglobulina humana, de modo que dicho mamifero no humano produce
anticuerpos humanos al ser estimulado con antigenos. Tipicamente, los
transgenes de las cadenas pesada y liviana de la inmunoglobulina con la
configuracion de la linea germinal humana se introducen en animales que han
sido alterados, de modo que sus loci endégencs de las cadenas pesada y
liviana estan inactivos. Si estos animales se estimulan con un antigeno (por
ejemplo, con un antigeno humano), se producen anticuerpos derivados de las
secuencias de inmunoglobulina humana (anticuerpos humanos). Es posible
producir anticuerpos humanos monoclonales a partir de los linfocitos de dichos

animales, por medio de una tecnologia estandarizada de hibridomas. Para
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hallar una descripcion mas detallada de ratones transgénicos con
inmunoglobulinas humanas y su uso en la produccion de anticuerpos humanos,
véanse, por ejemplo, US 5939598, WO 96/33735, WO 96/34096, WO 98/24893
y WO 99/53049 (Abgenix Inc.), y US 5545806, US 5569825, US 5625126, US
5633425, US 5661016, US 5770429, US 5814318, US 5877397 y WO
99/45962 (Genpharm Inc.); véanse también MacQuitty, J.J. y Kay, R.M. (1992)
Science 257:1188; Taylor, L.D. et al. (1992) Nucleic Acids Res. 20:6287-6295;
Lonberg, N. ef al. (1994) Nature 368:856-859; Lonberg, N. y Huszar, D. (1995)
Int. Rev. Immunol. 13:65-93; Harding, F.A. y Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y.
Acad. Sci. 764.536-546, Fishwild, D. M. ef al. (1996) Nature Biotechnology
14:845-851; Mendez, M. J. et al. (1997) Nature Genetics 15:146-156; Green,
L.L. y Jakobovits, A. (1998) J. Exp. Med. 188:483-495; Green, L.L. (1999) J.
Immunol. Methods 231:11-23; Yang, X.D. et al. (1899) J. Leukoc. Biol. 66:401-
410; Gallo, M.L. et al. (2000) Eur. J. Immunol. 30:534-540.

De acuerdo con ofra realizacion, el animal que se inmuniza con el
globulémero AB(20-42) o el derivado de éste puede ser un raton con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID) que ha sido reconstituido con
células mononucleares de sangre periférica humana, células linfoides o
precurscres de éstas. Estos ratones, que se conocen como ratones hu-PBMC
quiméricos, producen inmunoglobulina human en respuesta a los estimulos con
antigenos, tal como se ha demostrado. Para hallar una descripcién mas
detallada de estso ratones y su uso en la generacién de anticuerpos, véanse,
por ejemplo, Leader, K.A. et al. (1992) immunology 76.:229-234; Bombil, F. et
al. (1996) Immunobiol. 195:360-375; Murphy, W.J. et al. (1996) Semin.
immunol. 8:233-241; Herz, U. et al. (1997) Int. Arch. Allergy Immunol. 113:150-
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152; Albert, S.E. et al. (1997) J. Immunol. 159:1393-1403; Nguyen, H. et al.
(1997) Microbiol. Immunol. 41:901-907; Arai, K. et al. (1898) J. Immunol.
Métodos 217:79-85; Yoshinari, K. y Arai, K. (1998) Hibridoma 17:41-45,
Hutchins, W.A. et al. (1999) Hybridoma 18:121-129; Murphy, W.J. et al. (1999)
Clin. Immunci. 90:22-27; Smithson, S.L. et al. (1999) Mol. Immunol. 36:113-
' 124; Chamat, 8. et al. (1999) J. Infect. Diseases 180:268-277; y Heard, C. et al.
(1999) Molec. Med. 5:35-45.

De acuerdo con otra realizacion, el animal que ha sido inmunizado con el
globuldmero AR(20-42) o un derivado de éste es un raton que ha sido tratado
con una dosis letal de irradiacién corporal total, que luego ha sido protegido de
la radiacién con células de médula dsea de un ratén con inmunodeficiencia
combinada severa (SCID}, y que posteriormente ha sido transplantado con
linfocitos humanos funcionales. Este tipo de quimera, conocida como el sistema
Trimera, se usa para producir anticuerpos humanos monoclonales mediante la
inmunizacién de dichos ratones con el antigeno de interés, a lo que sigue la
produccion de les anticuerpos monoclonales usando tecnologia estandarizada

de hibridomas. Para hallar una descripcién mas detallada de estos ratones y su

uso en la generacién de anticuerpos, véanse, por ejemplo, Eren, R. et al.

(1998) Immunology 93:154-161; Reisner, Y y Dagan, S. (1998) Trends
Biotechnol. 16:242-246; llan, E. et al. (1999) Hepatology 29:553-562; y Bocher,
W.0. et al. (1999) Immunology 96:634-641.

Comenzando con las células productoras de anticuerpos generadas in
vivo, es posible producir anticuerpos monoclonales con técnicas
estandarizadas, tales como la técnica de hibridomas descripta criginalmente

por Kohler y Milstein (1975, Nature 256:495-487) (véanse también Brown et al.
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(1981) J. Immunol 127:539-46; Brown et al. (1980) J Biol Chem 255:4980-83;
Yeh et al. (1976) PNAS 76:2927-31; y Yeh ef al. (1982) Int. J. Cancer 29:269-
75). Esta tecnologia para producir hibridomas con anticuerpos monoclonales es
suﬁcienterﬁente conocidas (véanse en general R. H. Kenneth, en Monoclonal
Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Publishing Corp.,
Nueva York, Nueva York (1980); E. A. Lerner (1981) Yale J. Biol. Med., 54:387-
402; M. L. Gefter of al. (1977) Somatic Cell Genet., 3:231-36). Brevemente, se
fusiona una linea de células inmortalizadas (tipicamente un mieloma) con
linfocitos (tipicamente esplenocitos, células de nodos linfaticos o linfocitos de
sangre periférica) de un mamifero inmunizado con el globulémero AB de la
invencién o un derivado de éste, y los sobrenadantes de cultivo de las células
de hibridoma resultantes se analizan para identificar un hibridoma que produce
un anticuerpo monoclonal de |a presente invencion. Para este proposito, puede
aplicarse cualquier protocolo bien conocido para fusionar linfocitos y lineas de
células inmortalizadas (véanse también G. Galfre ef al. (1977) Nature 266:550-
52; Gefter et al. Somatic Cell Genet., citado con anterioridad; Lerner, Yale J.
Biol. Med., cited supra; Kenneth, Monoclonal Antibodies, citado con
anterioridad). Mas adn, aquél entrenado en la técnica ha de apreciar que hay
diversas variaciones de dichos mélodos que son igualmente utiles.
Tipicamente, la linea de células inmortalizadas (por ejemplo, una linea de
células de mieloma) deriva de la misma especie de mamifero que lcs linfocitos.
Por ejemplo, es posible establecer hibridomas murinos fusionando linfocitos de
un ratén inmunizado con una preparacién inmunogénica de la invencion con
una linea de células inmortalizadas de raton. Las lineas de células

inmortalizadas preferidas son lineas de células de mieloma de ratéon que son
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sensibles a un medio de cultivo que contiene hipoxanthina, aminopterina y
timidina (medio HAT). Es posible usar cualquiera de una cantidad de lineas de
células de mieloma como asaociado de fusién por omisién, por ejemplo, las
lineas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 o Sp2/0O-Ag14. Estas
lineas de células de mieloma estan disponibles en la Coleccién Americana de
Tipos de Cultivo {ATCC), Rockville, MD. Tipicamente se fusionan células de
mieloma de raton sensibles a HAT con esplenocitos de ratén- usando
polietilenglicol (PEG). Después, las células de hibridomas que resultan de la
* fusion se seleccionan usando un medio HAT, con lo que se matan las células
de mieloma no fusionadas y fusionadas de forma no productiva (los
esplenocitos no fusionados mueren después de unos pocos dias porque no
han sido transformados). Las células de hibridomas que producen los
anticuerpos monoclonales de la invencién se identifican analizando los
sobrenadantes de cuitivo de hibridomas en busca de dichos anticuerpos, por
ejemplo, usando un ensayo de transferencia puntual, como se describié con
antenoridad y como se describira en el ejemplo 8, con el objeto de seleccionar
aquellos anticuerpos que tienen las afinidades de unién definidas con
anterioridad.

Los anticuerpos monoclonales 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10,
7E5, 10C1 y 3B10 fueron generados usando el abordaje in vivo descripto con
anterioridad, y se obtuvieron a partir de un hibridoma como se definio en la
presente documentacion.

Del mismo modo, dicho hibridoma puede usarse como fuente de acidos

nucleicos que codifican cadenas livianas y/o pesadas para producir los
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anticuerpos de la presente invencién por medios recombinantes, como se
describira con mayor detalle mas adelante.
Abordajes in vitro

Como alternativa a la produccién de los anticuerpos de 1a invencion por
inmunizacién y seleccion, los anticuerpos de la invencién pueden identificarse y
aislarse analizando bibliotecas de combinacién de inmunoglobulinas
recombinantes con el globulémero AB(20-42) o un derivado de éste, de manera
de aislar miembros de la biblioteca de inmunoglobulinas que tienen la afinidad
de unién requerida. Los conjuntos de elementos para generar y analizar
bibliotecas de presentacion estan dispbnibles comercialmente (por ejemplo, el
sistema de anticuerpos y fagos recombinantes de Pharmacia, N° de cataloge
27-9400-01; y el conjunto de elementos de presentacion de fagos Stratagene
SurfZAP®, N° de catdlogo 240612). En muchas realizaciones, la biblioteca de
presentacién es una biblioteca de scFv o una biblioteca de Fab. La técnica de
presentacion de fagos para analizar bibliotecas de anticuerpos recombinantes
ha sido descripta apropiadamente. Los ejemplos de métodos y compuestos que
pueden usarse de una forma particularmente ventajosa para generar y analizar
bibliotecas de presentacién de anticuerpos pueden hallarse, por ejemplo, en
McCafferty et al. WO 92/01047, US 5969108 y EP 589 877 (donde se
describen en particular las presentaciones de scFv), Ladner et al. US 5223409,
US 5403484, US 5571698, US 5837500 y EP 436 597 (donde se describe la
fusion plll, por ejemplo); Dower et al. WO 91/17271, US 5427908, US 5580717
y EP 527 839 (donde se describen en particular presentaciones de Fab); Winter
et al. Publicacion Internacionai WO 92/20791 y EP 368,684 (donde se describe

en particular la clonacién de secuencias de dominios variables de
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inmunoglobulinas); Griffiths ef al. US 5885793 y EP 589 877 (donde se
describe en particular el aislamientc de anticuerpos humanos para antigenos
humanos usando bibliotecas recombinantes), Garrard ef al. WO 92/09690
(donde se describen en particular las técnicas de presentacion de fagos);
Knappik et al. WO 97/08320 (donde se describe la biblioteca de anticuerpos
recombinantes humanos HuCal), Salfeld et al. WO 97/29131 (donde se
describe la produccién de un anticuerpo humano recombinante para un
antigeno humano (factor de necrosis tumeoral alfa), y también la maduracion in
vitro por afinidad del anticuerpcs recombinante);, y Salfeld et al. Solicitud
Provisoria de los EEUU N° 60/126603 y las solicitudes de patentes basadas en
ella (donde también se describe la produccion de anticuerpos humanos
recombinantes contra antigenos humanos (interleuquina-12 humana), y
también la maduracidn in vitro por afinidad del anticuerpos recombinante).

Pueden hallarse descripciones adicionales de andlisis de bibliotecas de
anticuerpos recombinantes en publicaciones cientiﬁca_s tales como Fuchs et al.
(1991) Bio/Technoiogy 9:1370-1372;, Hay et al. (1992) Hum Antibod
Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths ef al.
(1993) EMBO J 12:725-734, Hawkins et al. (1992) J Mol Biol 226:889-896;
Clarkson et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et al. (1992) PNAS 89:3576-
3580; Garrard et al. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377, Hoogenboom et al.
(1991) Nuc Acid Res 19:4133-4137; Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982;
McCafferty et al. Nature (1990) 348:552-554; y Knappik ef al. (2000) J. Mol.
Biol. 296:57-86.

Como alternativa al uso de sistemas de presentacién de bacteriéfagos,

pueden expresarse bibliotecas de anticuerpos recombinantes en la superficie

| 4o



de celulas de levadura o células bacterianas. En WO 99/36569 se describen
métodos para preparar y analizar biblictecas expresadas en la superficie de
células de levadura. En WO 98/49286 se describen con mayor detalle métodos
para preparar y analizar bibliotecas expresadas sobre la superficie de células
bacterianas.

En todos los abordajes in vitro, un método de seleccién para incrementar
el contenido de anticuerpos recombinantes con las propiedades deseadas
constituye una parte importante del proceso, donde dicho método
generalmente se conace como “enriquecimiento” y comunmente toma la forma
de una cromatografia de afinidad sobre columnas en cuya matriz se ha unido la
estructura blanco. Después, las moléculas blanco prometedoras se someten a
la determinacidn individual de sus afinidades absolutas y/o relativas,
preferiblemente por medio de un ensayo de transferencia puntual
estandarizado, como se describid con antericridad y como se describira en el
ejemplo 8.

Una vez que un anticuerpo de interés de una biblioteca de combinacién
ha sido identificado y caracterizado en un grado suficiente, las secuencias de
ADN que codifican las cadenas liviana y pesada de dicho anticuerpo se aislan
por medio de técnicas convencionales de biologia molecular, por ejemplo,
mediante la amplificacion por PCR de ADN del conjunto de presentacién de
fagos (por ejemplo, el fago) que fue aislado durante el analisis de la biblioteca.
Las secuencias de nucleétidos de los genes de las cadenas liviana y pesada
del anticuerpo que pueden usarse para preparar cebadores de ARN son bien
conocidas por aquelios entrenados en la técnica. Se describen varias de estas

secuencias, por ejemplo, en Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
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Immunological Interest, Quinta Edicién, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los EEUU, Publicacion del NIH N° 91-3242, y en la base de datos
de la linea germinal humana VBASE.

Un anticuerpo o una porcién de anticuerpo de la invencién puede
producirse expresando de forma recombinante los genes de las cadenas liviana
y pesada de la inmunoglobulina en una célula hospedera. Con el fin de
expresar de forma recombinante un anticuerpo, una célula hospedera se
transfecta con uno o mas vectores de expresidon recombinantes que contienen
fragmentos de ADN que codifican las cadenas liviana y pesada de la
inmunoglobulina de dicho anticuerpo, con lo que se expresan las cadenas
liviana y pesada en la célula hospedera, y preferiblemente se las secreta en el
medio donde se cultivan dichas células huésped. Los anticuerpos pueden
aislarse a partir de este medio. Se usan métodos de ADN recombinante
convencionales para obtener genes de las cadenas pesada y liviana del
anticuerpo, para insertar dichos genes en vectores de expresion
recombinantes, y para introducir dichos vectores en células huésped. Los
métodos de este tipo se describen, por ejemplo, en Sambrook, Fritsch y
Maniatis (editores), Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Sequnda Edicion,
Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F.M. et al. (editore) Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989), y en US
4816397, por Boss et al.

Una vez que se han obtenido fragmentos de ADN que codifican los
segmentos VH y VL del anticuerpo de interés, dichos fragmentos de ADN
pueden someterse a manipulaciones adicionales usando técnicas de ADN

recombinante convencicnales, por ejemplo, para convertir los genes de
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regiones variables en genes de cadenas de anticuerpos completas, en genes
de fragmentos Fab o en genes scFv. Estas manipulaciones comprenden unir
operativamente un fragmento de ADN que codifica VL o VH con otro fragmento
de ADN que codifica otra proteina, por ejemplo, la region constante de un
anticuerpo o un conector flexible. Ha de interpretarse que el término "unidos
operativamente” denota que los dos fragmentos de ADN estan unidos de modo
tal que las secuencias de aminoécidos codificadas por dichos dos fragmentos
de ADN permanecen en el mismo marco.

El ADN aislado que codifica la regiéon VH puede convertirse en un gen de
una cadena pesada completa uniendo operativamente el ADN que codifica la
region VH con otra molécula de ADN que codifica una region constante de una
cadena pesada (CH1, CH2 y CH3). Las secuencias de los genes de la regién
constante de la cadena pesada humana son bien conocidas (véase, por
ejemplo, Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los
EEUU, Publicacién del NIH N° 91-3242), y los fragmentos de ADN que incluyen
dichas regiones pueden obtenerse por medio de una amplificacion por PCR
convencional. La regién constante de la cadena pesada puede ser una region
constante de 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA, IgE o IgD, y preferiblemente es
una region constante de 1gG, en particular, IgG1 o 1gG4. Para obtener un gen
de un fragmento Fab de una cadena pesada, el ADN que codifica VH puede
unirse operativamente a otra molécula de ADN que codifica meramente la
region constante de la cadena pesada CH1.

El ADN aislado que ccdifica la regién VL puede convertirse en un gen de

una cadena liviana completa (y un gen de una cadena liviana Fab) uniendo
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operativamente el ADN que codifica VL a otra molécula de ADN que codifica la
regién constante de la cadena liviana CL. Las secuencias de los genes de la
region constante de la cadena liviana humana son bien conccidas (véase
Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicién, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los EEUU,
Publicacion del NIH N° 91-3242), y los fragmentos de ADN que incluyen dichas
regiones pueden obtenerse por medio de una amplificacion por PCR
convencional. La region constante de la cadena liviana puede ser una regiéon
constante kappa o lambda, de las cuales se prefiere una regién constante
kappa.

Con el objeto de generar un gen scFv, los fragmentcs de ADN que
codifican VH y VL pueden unirse operativamente a otro fragmento que codifica
un conector flexible, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos (Gly,-Ser)s, de
modo que las secuencias VH y VL se expresen como una proteina de una
cadena senciila continua, donde las regiones VL y VH estaran unidas entre si a
través de dicho conector flexible (véanse Bird et al. (1988) Science 242:423-
426; Huston ef al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty
et al., Nature (1990) 348:552-554).

Es posible aislar dominios VH y VL individuales con afinidades de union
como se describid con anterioridad a partir de bibliotecas de dominios
individuales, de acuerdo con los métodos descriptos con anterioridad. Dos
cadenas de dominios VH individuales {con o sin CH1), dos cadenas VL, o un
par de una cadena VH y una cadena VL con la afinidad de uniéon deseada,
pueden ser utiles como se describe en la presente documentacion para los

anticuerpos de la invencion.
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Con el fin de expresar los anticuerpos recombinantes o las porciones de
anticuerpos de la invencion, los ADN que codifican cadenas livianas y pesadas
parciales o completas pueden insertarse en vectores de expresién, de modo de
unir operativamente los genes a secuencias de control de la transcripcion y la
traduccion apropiadas. En este contexto, el término “unido operativamente”
dencta que un gen de un anticuerpo esta unido en un vector, de modo que las
secuencia de control de la transcripcion y la traduccién en el vector cumplen la
funcion que se pretende de ellas, que consiste en regular la transcripcién y la
traduccion del gen de dicho anticuerpo.

En la practica, el vector de expresion y las secuencias de control de la
expresién se seleccionan de modo que sean compatibles con la célula
hospedera usada para la expresion. El gen para la cadena liviana del
anticuerpo y el gen para la cadena pesada del anticuerpo pueden insertarse en
vectores separados, 0 ambos genes se insertan en el mismo vector de
expresién, donde este ultimo es el caso mas comun. Los genes de los
anticuerpos se insertan en el vector de expresién por medio de métodos
convencionales (por ejemplo, uniendo sitios de restriccién complementarios en
el fragmento del gen del anticuerpo y el vector, o uniendo extremos romos si no
hay sitios de restriccion presentes). Ei vector de expresién ya puede contener
secuencias de regiones constantes de anticuerpos antes de insertar las
secuencias de las cadenas liviana y pesada. Por ejemplo, un abordaje consiste
en convertir las secuencias VH y VL en genes de anticuerpos completos
insertandolas en vectores de expresibn que ya contienen las regiones
constantes de las cadenas pesada y liviana, respectivamente, con lo que se

une operativamente e! segmento VH con el o los segmentos CH en el vector, y
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también se une operativamente el segmento VL con el segmento CL en el
vector.

Adicionalmente o como alternativa, el vector de expresion recombinante
puede codificar un péptido senal que facilita la secrecién de la cadena del
anticuerpo de la célula hospedera. El gen de dicha cadena de anticuerpo puede
clonarse en el vector, con lo que se une el péptido sefial en el mismo marco
con el extremo N del gen de la cadena de anticuerpo. El péptido sefal puede
ser un péptido sefial de inmunog!obulina o un péptido sefal heterblogo (es
decir, un péptido senal de una proteina distinta de inmunoglobulina). Ademas
de los genes de la cadena del anticuerpo, los vectores de expresion de la
invencion pueden tener secuencias reguladorés que controlan la expresion de
los genes de la cadena del anticuerpo en una célula hospedera.

El término "secuencia reguladora” incluye promotores, potenciadores y
otros elementos para controlar la expresidn (por ejemplo, sefiales de
oliadenilacion) que controlan la transcripcion o la traduccién de los genes de la
cadena del anticuerpo. Las secuencias reguladoras de este tipo se describen,
por ejemplo, en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Aquél entrenado en
la técnica ha de apreciar que el diseno del vecter de expresién que incluye las
secuencias reguladoras puede depender de factores tales como la eleccion de
la célula hospedera a transformar, la fuerza deseada para la expresién de la
proteina, etcétera. Las secuencias reguladoras preferidas para la expresién en
células huésped de mamiferos incluyen elementos virales que resulitan en una
expresion fuerte y constitutiva de las proteinas en células de mamiferos, tales

como promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV) (tales
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como el promotor/potenciador del CMV), el virus de simio 40 (SV40) (lales
como el promotor/potenciador del SV40), adenovirus (por ejemplo, el promotor
mayor tardio de adenovirus (AdMLP)) y poliomas. Para hallar una descripcién
mas detallada de los elementos reguladores virales y sus secuencias, veanse,
por ejemplo, US 5168062, de Stinski, US 4510245, de Bell ef al., y US
4968615, de Schaffner et al.

Aparte de los genes de la cadena del anticuerpo y las secuencias
reguladoras, los vectores de expresion recombinante de la invencién pueden
tener secuencias adicionales, tales como las que regulan la replicacién del
vector en las células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes
marcadores de seleccion. Los genes marcadores de seleccién facilitan la
seleccion de las células huésped en las que se ha introducido el vector
(véanse, por ejemplo, las Patentes de los EEUU N° 4399216, 4634665 y
5179017, todas de Axel et al.). Por ejemplo, es comun que el gen marcador de
seleccién le confiera resistencia a drogas citotoxicas, tales como G418,
higromicina o metectrexato, a la célula hospedera en la que se ha insertado el
vector. Los genes marcadores de seleccion incluyen el gen de dihidrofolato
reductasa (DHFR) (para usar en células huésped dhfr con
seleccion/amplificaciéon con metotrexao) y el gen neo (para la seleccién con
G418).

Para expresar las cadenas liviana y pesada, el o los vectores de
expresién que codifican dichas cadenas pesada y liviana se transfectan en una
célula hospedera por medio de técnicas convencionales. Las diversas formas
del término “transfeccion” comprenden una multiplicidad de técnicas de uso

comin para introducir ADN exégeno en una célula hospedera procariota o
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eucariota, por ejemplo, electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio,
transfeccion con DEAE-dextrano, y semejantes. Aunque tedricamente es
posible expresar los anticuerpos de la invencién en células huésped procariotas
0 eucariotas, es preferible expresar los anticuerpos en células eucariotas, y en
particular, en células huésped de mamiferos, ya que la probabilidad de que se
ensamble y se secrete un anticuerpo plegado correctamente y con actividad
inmunologica es mayor en dichas células eucariotas, y en particular en ceélulas
de mamiferos, que en las células eucariotas. Se ha informado que la expresion
de genes de anticuerpos en procariotas no es efectiva para producir
rendimientos elevados de anticuerpos activos (Boss, M.A. y Wood, C. R. (1985)
Immunoclogy Today 6:12-13).

Las células huésped de mamiferos preferidas para expresar los
anticuerpos recombinantes de la invencién incluyen células CHO (incluyendo
las células CHO dhfr~ descriptas en Urlaub y Chasin, (1980) Proc. Nati. Acad.
Sci. USA 77:4216-4220, que se usan en combinacidn con un marcador de
seleccion DHFR, como se describe, por ejemplo, en R.J. Kaufman y P.A. Sharp
(1982) Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma NSO, células COS y células
SP2. Cuando se intrcducen los vectores de expresion recombinantes que
contienen genes que codifican el anticuerpo en células huésped de mamiferos,
los anticuerpos se producen cultivando las células huésped hasta que el
anticuerpo se expresa en dichas células huésped, o preferiblemente, el
anticuerpo se secreta en el medio de cultivo en el que se cuitivan las células
huésped. Después, los anticuerpos pueden aislarse del medio de cultivo

usando métodos de purificacién de proteinas convencionales.
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Del mismo modo, es posible usar células huésped para producir
porciones de anticuerpos intactos, tales como fragmentos Fab o moléculas
scFv. Por supuesto, en la invencion se incluyen variaciones del procedimiento
descripto con anterioridad. Por ejemplo, puede ser deseable transfectar una
célula hospedera con ADN que codifica la cadena liviana o la cadena pesada
(pero no ambas) de un anticuerpo de la invencién. Si hay una cadena liviana o
una cadena pesada que no es necesaria para la union al antigeno de interés,
es necesario eliminar parcial o completamente el ADN que la codifica usando
tecnologia de ADN recombinante. Del mismo modo, las moléculas expresadas
por dichas moléculas de ADN truncadas se incluyen en los anticuerpos de la
invencion. Ademas, es posible producir anticuerpos bifuncionales, donde una
cadena pesada y una cadena liviana son un anticuerpo de ia invencién, y la
otra cadena pesada y la otra cadena liviana tienen especificidad por un
antigenc diferente del antigeno de interés, por medio de la reticulacién de un
anticuerpo de la invencidbn con un segundo anticuerpo, da con métodos
quimicos convencionales.

En un sistema preferido para la expresidbn recombinante de un
anticuerpo de la invencion, o una porcion de unién a antigeno de éste, se
introduce un vector de expresién recombinante que codifica la cadena pesada
del anticuerpo y la cadena liviana del anticuerpo en células CHO dhfr~ a través
de una transfeccidn mediada por fosfato de calcio. Dentro del vector de
expresion recombinante, los genes de las cadenas pesada y liviana del
anticuerpo estan unidos operativamente en cada caso a elementos
reguladores, que consisten en el potenciador de CMV y el promotor AAMLP,

con el fin de producir una transcripcién fuerte de dichos genes. El vector de
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expresiéon recombinante también contiene un gen DHFR, que puede usarse
para seleccionar las células CHO dhfr~ transfectadas con el vector usando una
seleccion/amplificacion con metotrexato. Las células huésped transformadas
seleccionadas se cultivan de modo que se expresen las cadenas peéada y
liviana del anticuerpo, y el anticuerpo intacto se alsla del medio de cultivo. Se
usan técnicas convencionales de bioclogia molecular para preparar el vector de
expresidn recombinante, transfectar las células huésped, seleccionar las
transformantes, cultivar dichas células huésped y obtener el anticuerpo del
medio de cultivo. Por ende, la invencidon se relaciona con un método para
sintetizar un anticuerpo recombinante de la invencién, que comprende cultivar
una célula hospedera de la invencién en un medio de cultivo apropiado hasta
que se ha sintetizado un anticuerpo recombinante de la invencién. Ademas, el
meétodo puede comprender aislar dicho anticuerpo recombinante de dicho
medio de cultivo.

Como alternativa al andlisis de las bibliotecas de anticuerpos
recombinantes mediante la presentacién de fagos, pueden usarse otros
meétodos conocidos por aquellos entrenados en la técnica en el apalisis de
bibliotecas de combinacién grandes para identificar los anticuerpos de la
invencién. Basicamente, puede usarse cualquier sistema de expresion en el
que se establezca un enlace fisico cercano entre un 4cido nucleico y el
anticuerpo codificado para seleccionar una secuencia de acido nucleico
apropiada, en virtud de las propiedades del anticuerpo que codifica.

En un tipo de sistema de expresién alternativo, la biblioteca de
anticuerpos recombinantes se expresa en forma de fusiones de ARN-proteinas,

como se describe en WO 98/31700, de Szostak y Roberts, y en Roberts, R.W.
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y Szostak, JW. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:12297-12302. En este
sistema, la traduccién in vitro de ARNm sintéticos que contienen puromicina en
su extremo 3’, un antibidtico aceptor de peptidilo, genera una fusién covalente
de un ARNm y el péptido o la proteina codificada por él. Por lo tanto, es posible
concentrar un ARNm especifico de una mezcla compleja de ARNm (por
ejemplo, una biblioteca de combinacion) sobre 1a base de las prdpiedades del
péptido o la proteina codificada (por ejemplo, el anticuerpo o una porcién de
éste), tales como la unién de dichc anticuerpo o la porcion de éste al
globulémero AB(20-42) o un derivado de éste. Las secuencias de acidos
nucleicos que codifican anticuerpos o porciones de éstos, y que se obtienen
analizando estas bibliotecas, pueden expresarse en forma recombinante de la
manera descripta con anterioridad (por ejemplo, en celulas huésped de
mamifero), y ademas, pueden someterse a otra maduracién por afinidad con un
anadlisis en procedimientos adicionales de fusiones de ARNm-péptidos, pueden
introducirse mutaciones en las secuencias seleccionadas originaimente, o
pueden usarse otros métodos de maduracidn de anticuerpos recombinantes
por afinidad in vitro de la manera descripta con anterioridad.

Combinaciones de abordajes In vivo e in vitro

Del mismo modo, los anticuerpos de la invencion pueden producirse
usande una combinacién de abordajes in vivo e in vitro, tales como los métodos
donde primero se permite que el globulémero AB(20-42), o un derivado de éste,
actue con un repertorio de anticuerpos en un animal huésped in vivo, para
estimular Ya produccion de anticuerpos que se unen al globulomero ABR(20-42) o
sus derivados, y luego se realiza la seleccién y/o la maduracién del anticuerpo

(es decir, la optimizacién) con la ayuda de una © mas técnicas in vitro. De
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acuerdo con una realizacién, un método combinado de este tipo puede
comprender primero inmunizar un animal no humano (por gjemplo, un ratén,
una rata, un conejo, un pollo, un camelido, una oveja o0 una cabra, 0 una
version transgénica de estos, o un raton quimérico) con dicho globulémero
AB(20-42) c un derivado de éste para estimular una respuesta al antigeno en
forma de anticuerpos, y luego preparar una biblioteca de presentacion de
anticuerpos en fagos usando secuencias de inmunoglobulina de linfocitos que
han sido estimutados in vivo por la accion de dicho globuldmero AB(20-42) o su
derivado. El primer paso de este procedimiento combinado puede efectuarse
de la manera descripta con anterioridad en conexidn con los abordajes in vivo,
mientras que el segundo paso de este procedimiento puede lievarse a cabo de
la manera descripta con anterioridad en conexidon con los abordajes in vitro. Los
métodos preferidos para inmunizar animales no humanos, con et andlisis
subsiguiente de las bibliotecas de presentacion en fagos preparadas a partir de
dichos linfocitos estimulados, incluyen aquellos descriptos por BioSite Inc;
veanse, por ejemplo, WO 08/47343, WO 91/17271, US 5427908 y US
5580717.

De acuerdo con otra realizacién, un método combinado comprende
primero inmunizar un animal no humano (por ejemplo, un ratdn, una rata, un
conejo, un poilo, un camélido, una oveja o una cabra, o una versién de éstos
sometida a knockout y/o transgénica, o un ratdon quimérico) con dicho
globulémero AB(20-42) o un derivado de éste para estimular una respuesta al
antigeno en forma de anticuerpos a dicho globuidbmero AB(20-42) o su
derivado, y seleccionar los linfocitos que producen los anticuerpos que tienen la

especificidad deseada analizando los hibridomas (preparados, por ejemplo, a
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partir de animales inmunizados). Los genes de los anticuerpos o los
anticuerpos con un solo dominio se aislan a partir de los clones seleccionados
(con métodos de clonacton convencionales, tales como la reaccidn en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa), y se someten a una maduracion
por afinidad in vitro para mejorar las propiedades de union del anticuerpo
seleccionado o los anticuerpos seleccionados. El primer paso de este
procedimiento puede llevarse a cabo de la manera descripta con anterioridad
en conexion con los abordajes in vivo, mientras que el segundo paso de este
procedimiento puede llevarse a cabo de la manera descripta con anterioridad
en conexion con los abordajes in vitro, en particular, usando métodos de
maduracion por afinidad in vitro, tales como los descriptos en WO 97/29131 y
WO 00/56772.

En otro método combinado, los anticuerpos recombinantes se generan a
partir de linfocitos individuales aislados usando un procedimiento que es
conocido por aquellos entrenados en la técnica, tal como el método de
seleccion de iinfocitos con anticuerpos (SLAM), que se describe en US
5627052, WO 92/02551 y Babcock, J.S. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93:7843-7848. En este meétodo, primero se inmuniza un animal no
humano {por ejemplo, un ratén, una rata, un conejo, un pollo, un camélido, una
oveja 0 una cabra, 0 una versidén transgénica de éstos, o un ratén quimérico)
con dicho globulémero AB(20-42) o un derivado de éste para estimular una
respuesta al antigeno en forma de anticuerpos a dicho oligémero o derivado, y
luego se seleccionan las células individuales que secretan los anticuerpos de
interés usando un ensayo hemolitico en placa especifico para el antigeno. Con

este fin, el globuldbmero o el derivado de éste, o moléculas de interés
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relacionadas desde el punto de vista estructural, puede unirse a eritrocitos de
oveja, usando un conecior tal como biotina, con lo que se posibilita la
identificacién de las células individuales que secretan anticuerpos con una
especificidad apropiada usando el ensayo hemolitico en placa. Una vez
identificadas las células que secretan los anticuerpos de interés, se obtienen
ADNCc de las regiones variables de las cadenas liviana y pesada de las células
por PCR con transcriptasa inversa, y dichas regiones variables pueden
expresarse posteriormente en combinacién con regiones constantes de
inmunoglobulina apropiadas (por ejemplo, regiones constantes humanas) en
células huésped de mamiferos, tales como céluias COS o CHO. Las células
huésped transfectadas con las secuencias de inmunogiobulina amplificadas
derivadas de linfocitos seteccionados in vivo pueden someterse posteriormente
a otro analisis in vitro y otra seleccion in vitro, por ejemplo, dispersando las
células transfectadas para asslar tas células que expresan anticuerpos con la
afinidad de union deseada. Las secuencias de inmunoglobulina amplificadas
pueden someterse a manipulaciones adicionales in vitro.

Los anticuerpos que tienen las afinidades requeridas definidas en la
presente documentacién pueden seleccionarse realizando un analisis de
transferencia puntual, esencialmente como se describid con anterioridad.
Brevemente, el antigeno se une a una matriz sélida, preferiblemente se
transfiere a una matriz de nitrocelulosa, en diluciones en serie. Después, el
antigeno inmovilizado se pone en contacto con el anticuerpo de interés, a lo
que sigue la deteccién de este Gitimo por medio de un anticuerpo secundario
conjugado a una enzima y una reaccidn colorimétrica; con concentraciones

definidas de anticuerpo y antigeno, donde la cantidad de anticuerpo unido
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permite determinar la afinidad. Por consiguiente, la afinidad relativa de dos
anticuerpos diferentes por un blanco, o de un anticuerpo por dos blancos
diferentes, se define en la presente documentaciéon como la relacién de las
cantidades respectivas de anticuerpo unido al blanco observadas con las dos
combinaciones de anticuerpo-blanco, bajo condiciones de transferencia puntuai
que son identicas en el resto de los aspectos.

Los anticuerpos que se unen al mismo epitope que el anticuerpo
monocional 5F7, 10F11, 7C6, 4B7, 6A2, 2F2, 4D10, 7ES, 10C1 6 3B10 pueden
obtenerse de una manera conocida per se.

Del mismo modo que los anticuerpos pueden competir, como se
describio con anterioridad, en la presente documentacién se dice que distintas
estructuras blanco “compiten” por un anticuerpo particular si al menos una de
estas estructuras puede reducir especificamente la unién mensurable de la
otra, preferiblemente a! ofrecer un epitope superpuesto o idéntico, mas
preferiblemente un epitope idéntico.

Las entidades blanco competitivas son Utiles para seleccionar
anticuerpos en virtud de su afinidad relativa por estas estructuras blanco. Por
ende, las afinidades relativas pueden determinarse directamente usando un
ensayo competitivo donde se ponen en contacto formas distinguibles de las
entidades competitivas, por ejempio, entidades competitivas con marcas
diferentes, con el anticuerpo de interés, y se deduce la afinidad relativa del
anticuerpo por cada una de estas entidades a partir de las cantidades relativas
de estas entidades que estan unidas al anticuerpo.

Este ensayo de competicion puede wusarse para incrementar

directamente el contenido de anticuerpos que poseen una afinidad relativa por
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la entidad blanco, mediante la union de la entidad por la cual se desea una
mayor afinidad a una matriz sélida de soporte, a lo que sigue la adicion al
medio de una cantidad apropiada, preferiblemente un exceso molar, de la
entidad competitiva por ia cua! se desea una menor afinidad. Por lo tanto, los
anticuerpos que presenten las afinidades relativas deseadas tenderan a unirse
a la matriz con mayor fuerza que los otros, y podran obtenerse después de
eliminar las menos deseables por iavado, por ejemplo, mediante un lavado con
concentraciones de sal baja, seguido por la cosecha del anticuerpo unido al
desprenderlo de forma reversible de su blanco con concentraciones de sal
elevadas. Si se lo desea, pueden llevarse a cabo varios procedimientos de
enriqguecimiento. En una realizacidon particular de la invencién, cuando el
genotipo subyacente de un anticuerpo esta conectado fisicamente a este
anticuerpo, por ejemplo, en un conjunto de hibridomas, fagos que presentan
antigenos o células de levadura, puede rescatarse el fenotipo correspondiente.

En otra realizacién de la invencién se usa una transferencia puntual
modificada, donde el antigeno inmovilizado compite por la unidn al anticuerpo
con una entidad disuelta, de modo que la afinidad relativa del anticuerpo puede
deducirse a partir del porcentaje unido al antigeno inmovitizado.

Es posible producir porciones de anticuerpos, tales como los fragmentos
Fab y F(ab’),, a partir de anticuerpos completos, usando procedimientos
convencionales, tales como digestibn con papaina o pepsina. Ademads, ios
anticuerpos, las porciones de los anticuerpos y las moléculas de
inmunoadhesion pueden obtenerse usando técnicas de ADN recombinante

convencionales.
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La presente invencion también se relaciona con agentes farmacéuticos
(composiciones) que comprenden un anticuerpo de la invencion, vy
opcionalmente, un vehiculo aceptable para el uso farmacéutico. Ademas, las
composiciones farmacéuticas de la invenciéon contienen ai menos un agente
terapéutico adiciona!, por ejemplo, uno 0 mas agentes terapéuticos para el
tratamiento de una enfermedad que puede ser aliviada con los anticuerpos de
la invencidn. Por ejemplo, si el anticuerpo de la invencidn se upe a un
globulémero de la invencion, la composicién farmaceutica puede contener
ademas uno o mas agentes terapéuticos adicionales Utiles para el tratamiento
de trastornos donde la actividad de dicho gicbulémero es importante.

Los vehiculos aceptables para el uso farmacéutico incluyen solventes,
medics de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos,

agentes isotdnicos y para demarar la absorcién, y semejantes, siempre que

sean compatibles con el medio fisiolégico. Los vehiculos aceptables para el uso

farmacéutico incluyen, por ejemplo, agua, solucién salina, soiucién salina
amortiguada con fosfato, dextrosa, glicerol, etancl, y semejantes, y
combinaciones de éstos. En muchos casos, es preferible usar agentes
isoténicos adicionales, por ejemplo, aztcares, polialcoholes, tales como manitol
0 sorbitol, o cloruro de sodio. Ademas, los vehiculos aceptables para el uso
farmacéutico pueden contener cantidades relativamente pequefias de
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes,
preservantes o amortiguadores, que incrementan la vida media o la eficacia de
los anticuerpos.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser apropiadas para la

administraciéon parenteral, por ejemplo. En este caso, los anticuerpos
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preferiblemente se preparan como soluciones inyectables con un contenido de
anticuerpo de 0,1-250 mg/mi. Las soluciones inyectables pueden prepararse en
una forma liquida o liofilizada, donde la forma de dosificacién es una capsula ©
un recipiente de wvidrio, una ampoila o una jeringa rellena. El amortiguador
puede conlener L-histidina (1-50 mM, preferiblemente 5-10 mM) y puede tener
un pH de 5,0-7,0, preferiblemente 6,0. Otros amortiguadores apropiados
incluyen, sin limitaciones, amortiguadores de succinato de sodio, citrato de
sodio, fosfato de sodio o fosfato de potasio. Es posible usar cloruro de sodio
para ajustar la tonicidad de la solucién hasta una concentracién de 0-300 mM
{preferiblemente 150 mM para una forma de dosificacion liquida). También
pueden incluirse crioprotectores, por ejemplo, sacarosa (por ejemplo, 0-10%,
preferiblemente 0,5-1,0%) para una forma de dosificacién liofilizada. Otros
crioprotectores apropiados son la irehalosa y la lactosa. También pueden
incluirse rellencs, por ejemplo, manitol (por ejemplo, 1-10%, preferiblemente 2-
4%) para una forma de dosificacién licfilizada. Es posible usar estabilizadores,
por ejemplo L-metionina (por ejemplo, 51-50 mM, preferiblemente 5-10 mM) en
las formas de dosificacion liquidas y liofilizadas. Otros rellenos apropiados son
la glicina y la arginina.” También pueden usarse agentes tensioactivos, por
ejemplo, polisorbato 80 (por ejemplo, 0-0,05%, preferiblemente 0,005-0,01%).
Otros agentes tensioactivos son el polisorbato 20 y tos agentes tensioactivos
BRIJ.

Las composiciones de la invencidon pueden tomar una multiplicidad de
formas. Estas incluyen formas de dosificacién liguidas, semisolidas y sélidas,
tales como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones inyectables y para

infusion), dispersiones 0 suspensiones, tabletas, pildoras, polvos, liposomas y
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supositorios. La forma preferida depende del tipo de administraciéon y la
aplicacion terapéutica deseada. Tipicamente, es preferible administrar las
composiciones en forma de soluciones inyectables o para infusién, por ejemplo,
composiciones que son similares a otros anticuerpos para fa inmunizacién
pasiva de seres humanos. La ruta de administracién preferida es la parenteral
(por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o intramuscutar). De
acuerdo con una realizacién preferida, el anticuerpo se administra por infusion
o inyeccion intravenosa. De acuerdo con otra realizacion preferida, el
anticuerpo se administra por inyeccion intramuscular ¢ subcutanea.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y
estables bajo las condiciones de preparacién y almacenamiento. Las
composiciones pueden formularse como soluciones, microemulsiones,
dispersiones, liposomas u otras estructuras ordenadas, apropiadas para
contener concentraciones elevadas de la sustancia activa. Las soluciones
inyectables estériies pueden prepararse introduciendo el compuesto activo (es
decir, el anticuerpo) en la cantidad requerida en un solvente apropiado, segin
sea apropiado, con unc o una combinacién de los ingredientes mencionados
con anterioridad, de ser necesarios, y luego realizando una filtracién estéril de
dicha solucién. Las dispersiones cominmente se preparan introduciendo el
compuesto activo en un vehiculo estéri! que contiene un medio de dispersidn
basico, y seglin sea apropiado, otros ingredientes necesarios. En el caso de un
poivo liofilizado esteril para preparar soluciones inyectables estériles, el secado
al vacio y el secado a chorro son métodos de preparacion preferidos, que
resultan en un polvo del ingrediente activo, y cuando sea apropiado, de otros

ingredientes deseados provenientes de una solucién previamente sometida a
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una filtracién estéril. La viscosidad correcta de una solucion puede mantenerse
usando, por ejemplo, un recubrimiento, tal como lecitina, o en el caso de las
dispersiones, manteniendo el tamano de particula necesario, 0 usando agentes
tensicactivos. Es posible obtener ia absorcion proiongada de ias composiciones
inyectables introduciendo adicionalmente en la composicién un agente que
demora la absorcién, por ejempio, sales de monoestearato y gelatina.

Los anticuerpos de la invencién pueden administrarse a través de una
multiplicidad de métodos conocidos por aquellos entrenados en la técnica,
aunque el tipo preferido de administracién para muchas aplicaciones
terapeuticas es la inyeccion subcutdnea, la inyeccion intravenosa o la infusién.
Aquellos entrenados en la técnica han de apreciar que la ruta y/o el tipo de
administracion dependen del resultado deseade. De acuerdo con realizaciones
particulares, el compuesto activo puede prepararse con un vehiculo que
protege el compuesto contra ia liberacion rapida, tal como por ejemplo, una
formulacion de liberacién sostenida o controlada, que incluye implantes,
parches transdérmicos y sistemas de liberacion microencapsulados. Pueden
usarse polimeros biocompatibles degradabies en un medic bioldgico, tales
como acetato de etilen vintlo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno,
poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos para preparar estas
formulaciones son bien conocido por aquellos entrenados en la técnica; véase,
por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R.
Robinson, editor, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

De acuerdoe con realizaciones particulares, un anticuerpo de la invencion
puede administrarse por via oral, por ejemplo, en un diluyente inerte o un

vehiculo metabolizable comestible. El anticuerpo (y otros ingredientes, de ser

|



104

necesarios) también puede colocarse en capsulas de gelatina duras ¢ blandas,
puede comprimirse en tabletas o agregarse directamente en el alimento. Para
la administracién terapéutica oral, los anticuerpos pueden mezclarse con
excipientes y usarse en forma de tabletas orales, tabletas bucales, capsulas,
etixires, suspensiones, jarabes y semejantes. Si se desea administrar un
anticuerpo de la invencién a través de una ruta distinta de la parenteral, puede
ser necesario elegir un recubrimiento de un matenial que evite su inactivacién.

La presente invencion también se relaciona con un método para inhibir la
actividad de los globuléomeros de ia invenciéon en un individuo que sufre un
trastorno donde participa la proteina B amiloide, y donde, en particular, la
actividad de dichos globulomeros de la invencién es importante. Dicho método
comprende la administracion de ai menos un anticuerpo de la invencién al
individuo, con e! objeto de inhibir la actividad del globulémero al cual se une el
anticuerpo. Dicho individuo preferiblemente es un ser humano. Un anticuerpo
de la invencién puede administrarsele a un individuo humano con propdsitos
terapéuticos. Ademas, un anticuerpo de la invencion puede administrarsele a
un mamifero no humano para propoésitos veterinarios, o dentro del marco de un
modelo animal de un trastorno particutar. Estos modelos animales pueden ser
Utiles para evaluar la eficacia terapéutica de los anticuerpos de la invencién
(por ejemplo, para evaluar las dosificaciones y los cronogramas de
administracién).

Los trastornos donde participan los globuldmeros de la invencion
incluyen en particular trastornos en cuyo desarrollo y/o progreéién participa un
globulomero de la invencion. Estos son en particular aquellos trastornos donde

los globuldbmeros de fa invencion son evidente o presumiblemente
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responsables de la patofisiologla de dicho trastorno, o son un factor que
contribuye al desarrolio y/o la progresion de dicho trastorno. Por ende, en la
presente documentacion se incluyen aquellos trastornos donde !a inhibicion de
la actividad de los globuidmeros de la invencion puede aliviar los sintomas y/o
la progresion del trastorno. Estos trastornos pueden verificarse, por ejemplo, a
partir de una concentracion incrementada de los globulémeros de la invencion
en un fluido bioldgico de un individuo que sufre un trastorno particular {por
ejemplo, una concentracién incrementada en suero, plasma, CSF, orina,
etcétera). Esto puede detectarse, por ejemplo, usando un anticuerpc de la
invencién. Los globulémeros de la invencion tienen una participacion
importante en la patoiogla asociada con una multiplicidad de trastornos donde
hay elementos neurodegeneratives, deficiencias cognitivas, elementos
neurotéxicos y elementos inflamatorios.

En otro aspecto de la invencién, los trastornos que pueden tratarse o
prevenirse incluyen aquellos asociados con ia amiloidosis. En la presente
documentacion, el término “amiloidosis” hace referencia a uha cantidad de
trastornos caracterizados por el plegamiento, la agrupacion, 'a agregaciéon y/o
la acumulaciéon anormal de protefnas particulares (amiloides, proteinas fibrosas
y sus precursores) en diversos tejidos del cuerpo. En la enfermedad de
Alzheimer y el sindrome de Down se ve afectado el tejido nervioso, y en la
angiopatia amiloide cerebrai (CAA) se ven afectados los vasos sanguineos.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden incluir una
"cantidad eficaz para el uso terapéutico” o una "cantidad eficaz para el uso
profilactico” de un anticuerpo ¢ una porcién de anticuerpo de la invencion. En la

presente documentacion, una "cantidad eficaz para el uso terapéutico" hace
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referencia a una cantidad efectiva, en dosificaciones y por periodos de tiempo
necesarios, para obtener el resultado terapéutico deseado. Agquellos
entrenados en la técnica pueden determinar qué constituye una cantidad eficaz
para el uso terapéutico de! anticuerpo o la porcién de anticuerpo, donde dicha
cantidad puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de
enfermedad, Ia edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad del
anticuerpo o la porcidén de anticuerpo de provocar la respuesta deseada en el
individuo. Una cantidad eficaz para el uso terapéutico también es una donde
los efectos toxicos o perjudiciales del anticuerpo o ia porcion de anticuerpo son
sobrepasados por los efectos beneficiosos para la terapia. Una "cantidad eficaz
para el uso terapéutico” hace referencia a una cantidad efectiva, en
dosificaciones y por periodos de tiempo necesarios, para obtener el resultado
profilactico deseado. Tipicamente, como una dosis profilactica se usa en los
sujetos antes o en una etapa temprana de la enfermedad, la cantidad eficaz

para el uso terapéutico sera menor que cantidad eficaz para el uso terapéutico.

Mas aun, en la presente invencién se inciuye otro método para prevenir
o tratar la enfermedad de Alzheimer en un paciente que necesita dicha
prevencién o tratamiento. Este método comprende el paso de administrarle la
vacuna indicada con anterioridad al paciente, en una cantidad suficiente para

efectuar la prevencién o el tratamiento.

Ademas, en la presente invencién se incluye un método para identificar
compuestos apropiados para ia inmunizacién activa de un paciente del que sé
predice que desarrollara una amiloidosis, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer. Este método comprende 1) exponer uno o mas compuestos de

interés a uno o mas de los anticuerpos descriptos con anterioridad, por un




107

periodo de tiempo y bajo condiciones suficientes para que uno o mas
compuestos se€ unan a uno © mas anticuerpos; 2) identificar aquellos
compuestos que se unieron a uno 0 Mas anticuerpos, donde los compuestos
identificados pueden usarse en la inmunizacion activa en un paciente del que
se predice que desarrollara una amiloidosis, por ejemplo, la enfermedad de

Alzheimer.

Dentro del marco del uso de los anticuerpos para diagnostico, la
determinacién cualitativa o cuantitativa especifica dei globulémero sirve en
particular para diagnosticar formas del péptido amiloide B relevantes para
enfermedades. En este contexto, la especificidad hace referencia a la
posibilidad de detectar un globulémero particular, un derivado de éste o una
mezcla de éste con una sensibilidad suficiente. Ventajosamente, los
anticuerpos de la invencion tienen concentraciones umbrales de deteccidn
menores que 10 ng/m! de muestra, preferiblemente menores que 1 ng/mi de
muestra, y en particular preferiblemente menores que 100 pg/ml de muestra, lo
que significa que con los anticuerpos de la invencién puede detectarse al
menos la concentracién de globulomero por mi de muestra indicada en cada
caso, y ventajosamente también pueden detectarse concentraciones mas
bajas. |

La deteccion se realiza por medios inmunoldgicos. En principio, esto
puede realizarse usando cualquier método de ensayo de analisis o diagnéstico
en el que se usen anticuerpos, incluyendo aglutinacion y precipitacion,
Inmunoensayos, métodos inmunchistoguimicos y técnicas de

inmunotransferencia, por ejempio, Western biot, o preferiblemente, métodos de
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transferencia puntual. En la presente documentacion también se incluyen los
métodos in vivo, por ejemplo, métodos de diagnéstico por imagenes.

El uso en inmunoensayos es ventajoso. Son apropiados los
inmunoensayos competitivos, es decir, los ensayos donde el antigeno y el
antigeno marcado (marcador) compiten por la unién al anticuerpo, y los
inmunoensayos en sandwich, es decir, los ensayos donde la union de
anticuerpos especificos con el antigeno se detecta con un segundo anticuerpo,
comunmente marcado. Estos ensayos pueden ser homogéneos, es decir, sin la
separacion en fases soélidas y liquidas, o heterogéneos, es decir, las marcas
unidas se separan de las no unidas, por ejemplo, con anticuerpos unidos a una
fase sdlida. Dependiendo de 'a marca y el método de medicion, los diversos
formatos heterogéneos y homogéneos de los inmunoensayos pueden
separarse en clases particulares, por ejemplo RIA (radicinmunoensayos),
ELISA (ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas), FIA (inmunoensayos de
fluorescencia), LIA (inmunoensayos de luminescencia), TRFIA (FIA con
resolucién temporal), IMAC (inmunoactivacién), EMIT (prueba inmune
multiplicada con enzimas), TIA (inmunoensayo turbidomeérico), I-PCR
(inmuno-PCR). ‘

Para cuantificar el globulémero de la invencion, se prefieren los
inmunoensayos competitivos donde una cantidad definida de un derivado de
globuidbmero marcado, que sirve como marcador, compite con el globuldémero
de la muestra (que contiene una cantidad desconocida de globuldmeros no
marcados) en la que se desea cuantificar ia unién a! anticuerpo usado. La

cantidad de antigeno, es decir, la cantidad de globulémero, en la muestra
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puede determinarse a partir de la cantidad de marcador desplazado con la
ayuda de una curva de referencia.

De las marcas disponibles para estos propdésitos, las enzimas han
probado ser ventajosas. Pueden usarse sistemas basados en peroxidasas, en
particular, peroxidasa de rdbano picante, fosfatasa alcalina y B-D-
galactosidasa, por ejemplo. Para estas enzimas hay disponibles sustratos
especificos cuya conversion puede monitorearse por medios fotometricos, por
ejemplo. Los sistemas de sustratos apropiados estdn basados en fosfato de p-
nitrofeniio (p-NPP), fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indoliloftetrazolio de nitroazul
(BCIP/NPT), rojo Fast/fosfato de naftol-AS-TS para la fosfatasa alcalina; acido
2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS), o-fenilendiamina (OPT),
3,3',5,5"-tetrametilbenzidina (TMB), o-dianisidina, acido S-aminosalicilico, acido
3-dimetilaminobenzoico (DMAB) y 3-metil-2-benzotiazolinehidrazona (MBTH)
para las peroxidasas; o-nitrofenil-B-D-galactésido (0-NPG), p-nitrofenii-B-D-
galactosido y 4-metilumbellifenil-B-D-galactésido (MUG) para la B-D-
gatactosidasa. En muchos casos, estos sistemas de sustratos estan
disponibles comerciaimente en una forma lista para usar, por ejemplo, en forma
de tabletas que también pueden contener reactivos adicionales, tales como
amortiguadores apropiados, y semejantes.

Las marcas usadas pueden ser globutémeros marcados. En este
sentido, un globulémero particular puede determinarse marcando el
globulémero a determinar y usandolo como marcador.

La unién de ias marcas a los globulémeros para preparar marcadores
puede efectuarse de una manera conocida per se. Pueden realizarse

comentarios analogos a los anteriores sobre la derivatizacion de los
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globulémeros de 'a invencién. Ademas, hay una cantidad de marcas
disponibles que estan modificadas apropiadamente para la conjugacién con
proteinas, por ejemplo, enzimas conjugadas con biotina, avidina, extravidina o
estreptavidina, enzimas activadas con maleimida, y semejantes. Estas marcas
pueden hacerse reaccionar con el oligbmero, 0 de ser necesarno, con el
globulémero derivatizado apropiadamente, para obtener el marcado. Si, por
ejemplo, se usa un conjugado de estreptavidina-peroxidasa, primero es
necesario biotinilar el globuldmero. De! mismo maodo, esto puede aplicarse en
el orden inverso. Los métodos apropiados con este propésito también son

conocidos por aquellos entrenados en ia técnica.

Si se selecciona un formato de inmunoensayo heterogéneo, el complejo
de antigeno-anticuerpo puede separarse uniéndolo al soporte, por ejempio, con
un anticuerpo anti-idiotipico unido a dicho soporte, por ejemplo, un anticuerpo
dirigido contra IgG de conejo. Los soportes apropiados, en particular, ias ptacas
de microtitulacion recubiertas con anticuerpos apropiados, son conocidos, y
algunos se hallan disponibles comercialmente.

Ademas, la presente invencion se relaciona con conjuntos de
inmunoensayo que tienen al menos un anticuerpo como se describié con
antericridad, y otros componentes. Dichos conjuntos comuinmente toman la
forma de una unidad envasada, una combinacion de medios para poner en
practica la determinacion del globuldmero de la invencidn. Con el objeto de
facilitar la manipulacidén en la mayor medida posible, dichos medios
preferiblemente se proporcionan en una forma esencialmente lista para usar.
En una disposicion ventajosa, se ofrece el inmuncensayo en forma de conjunto

de elementos. Un conjunto de elementos comunmente comprende varios

&Y
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recipientes para colocar los distintos componentes separados. Todos los
componentes pueden proporcionarse en una dilucion lista para usar, como un
concentrado para diluir 0 como una sustancia seca o un liofilizado para disolver
o suspender; los componentes individuales 0 combinados pueden congelarse o
almacenarse a temperatura ambiente hasta wusarics. Los sueros
preferiblemente se congelan de forma instantanea, por ejempio, a -20°C, de
modo que, en estos casos, es necesario manterer el inmunoensayo
preferiblemente a temperaturas inferiores al punto de congelamiento hasta
usarlos.

Otros componentes incluidos en el inmuncensayo dependen del tipo de
dicho inmunoensayo. Comiunmente se proporcionan proteinas de referencia,
pueden necesitarse o no marcadores, y puede haber un suero control junto con
el antisuero. Ademds, pueden incluirse placas de microtitulacion,
preferiblemente placas recubiertas con anticuerpos, amortiguadores, por
ejemplo, para la evaluacion, el lavado o la conversién del sustrato, y el sustrato
para la enzima.

Los principios generales de los inmunoensayos y la generacion y el uso
de los anticuerpos como auxiliares en laboratorios y hospitales pueden
hallarse, por ejemplo, en Antibodies, A Laboratory Manual (Harlow, E., y Lane,
D., Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1988).

Por lo tanto, en la presente invencién también se incluye un método para
diagnosticar una amiloidosis, por ejemplo la enfermedad de Alzheimer, en un
paciente sospechado de padecer esta enfermedad. Este método comprende
los siguientes pasos: 1) aislar una muestra biolégica del paciente; 2) poner en

contacto la muestra bioldgica con al menos uno de los anticuerpos descriptos
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con anterioridad, por un perfodo de tiempo y bajo condiciones suficientes para
la formacién de complejos de antigeno/anticuerpo; y 3) detectar la presencia de
los complejos de antigeno/anticuerpo en dicha muestra, donde ia presencia de
los complejos indica el diagnoéstico de una amiloidosis, por ejemplo, la
enfermedad de Alzheimer, en el paciente. El antigeno puede ser, por ejemplo,
un globuldmero o una porcion o un fragmento de éste que tiene las mismas
propiedades funcionales que el globuldmero completo (por ejemplo, actividad
de unién),

Adicionalmente, en la presente invencién se incluye otro método para
diagnosticar una amiloidosis, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, en un
paciente sospechado de padecer esta enfermedad. Este método comprende
los siguientes pasos: 1) aislar una muestra biolégica de! paciente; 2) poner en
contacto la muestra biolbgica con un antigeno, por un perfode de tiempo y bajo
condiciones suficientes para la formacién de complejos de antigeno/anticuerpo;
3) agregar un conjugado a los complejos de antigeno/anticuerpo resuitantes,
por un periodo de tiempo y bajo condiciones suficientes para permitir ta union
de! canjugado al anticuerpo unido, donde el conjugado comprende uno de los
anticuerpos descriptos con anterioridad, unido a un compuesto generador de
sefal capaz de generar una sefial detectable; y 4) detectar ia presencia de un
anticuerpo que puede estar presente en ia muestra biolégica mediante 'a
deteccion de una sefial generada por el compuesto generador de sefial, donde
la sefal indica el diagnéstico de una amitoidosis, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer, en el paciente. E! antigeno puede ser un globulémero o una porcion
o un fragmento de éste que tiene las mismas propiedades funcionales que e!

globulémero completo (por ejemplo, actividad de unién).

\ o\
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En {a presente invencion se incluye un método adicional para
diagnosticar una amiloidosis, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, en un
paciente sospechado de padecer una amiloidosis, por ejemplo, la enfermedad
de Alzheimer. Este método comprende los siguientes pasos: 1) aislar una
muestra biologica de dicho paciente; 2) poner en contacto la muestra con un
anti-anticuerpo, donde el anti-anticuerpo es especifico para uno de los
anticuerpos descriptos con anterioridad, por un periodo de tiempo y bajo
condiciones suficientes para permitir la formacién de complejos anti-
anticuerpof/anticuerpo, donde los complejos gue contienen el anticuerpo estan
presentes en la muestra biolégica, 2) agregar un conjugado para obtener
complejos anti-anticuerpo/anticuerpo, por un periodo de tiempo y bajo
condiciones suficientes para permitir que el conjugado se una al anticuerpo
unido, donde ei conjugado comprende un antigeno que se une a un compuesto
generador de sefial que es capaz de generar una sefal detectable; y 3)
detectar 'a sefal generada por et compuesto generador de sefal, donde la
sefal indica un diagnéstico de amiloidosis, por ejemplo, enfermedad de

Alzheimer, en el paciente.

Tambien, en la presente invencién se incluye un conjunto de elementos
que comprende: a) al menos uno de los anticuerpos descriptos con anterioridad
y b) a un conjugado que comprende un anticuerpo unido a un compuesto
generador de sefial, donde el anticuerpo del conjugado es diferente de!

anticuerpo aislado.

En la presente invencién también se incluye un conjunto de elementos
que comprende: a) un anti-anticuerpo contra uno de los anticuerpos descriptos

con anterioridad y b) un conjugado que comprende un antigeno unido a un

BN
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compuesto generador de sefial. Donde el antigeno puede ser un globulémero 0
un fragmento o una porcién de éste que tiene las mismas caracteristicas

funcionales gque el globulémero (por ejempio, actividad de unidn).

En una realizacion de diagnoéstico de la presente invencion, un
anticuerpo de la presente invencion, o una porcion de éste, se aplica sobre una
fase solida (o esta presente en una fase lfquida). La prueba o la muestra
bioldgica (por ejemplo, sangre completa, fluido cerebroespinal, suero, etcétera)
se pone en contacto posteriormente con ia fase solida. Si el antigeno (por
ejemplo, el globulémero) estd presente en la muestra, dicho antigeno se une a
los anticuerpos en la fase sdlida, y iuego es detectado con un método directo o
indirecto. E! método directo comprende simplemente detectar la presencia del
complejo mismo, y por lo tanto, la presencia de antigenos. En el método
indirecto, se agrega un conjugado al antigeno unido. E! conjugado comprende
un segundo anticuerpo que se une al antigeno unido, unido a un compuesto
generador de sefal o una marca. Si el segundo anticuerpo se une al antigeno
unido, el compuesto generador de sefial genera una sefal mensurable.

Después, esta sefial indica la presencia del antigeno en la muestra de prueba.

Los ejemplos de fases solidas usadas en los inmunoensayos de
diagnostico son los materiales porosos y no porosos, las particulas de latex, las
particulas magnéticas, las microparticulas (véase la Patente de los EEUU N°
5705330), las esferas, las membranas, las placas de microtitulacién y los tubos
plasticos. La eleccion del material de 1a fase sélida y el método para marcar el
antigeno o el anticuerpo presente en el conjugado, si se lo desea, se determina
sobre |la base de las caracteristicas de desempefo deseadas para el formato

de ensayo.

A\



115

Como se indicd con anterioridad, el conjugado (o el reactivo indicador)
comprendera un anticuerpo (o tat vez, el anti-anticuerpo, dependiendo del
ensayo) unido a un compuesto generador de senal o una marca. Este
compuesto generador de sefial ¢ "marca’ es detectable o puede hacerse
reaccionar con uno o mas compuestos adicionales para generar un producto
detectable. Los ejemplos de compuestos generadores de sefales incluyen
cromogenos, radioisotopos (por ejemplo, 1251, 1311, 32P, 3H, 35S y 14C),
compuestos quimicluminiscentes (por ejemplo, acridinio), particulas (visibles o
fluorescentes), &cidos nucleicos, agentes formadores de complejos, ©
catalizadores, tales como enzimas (por ejemplo, fosfatasa alcalina, fosfatasa
acida, peroxidasa de rabano picante, beta-galactosidasa y ribonucleasa). En e!
caso del uso de una enzima (por ejemplo, fosfatasa aicalina o peroxidasa de
rabano picante), 1a adicién de un sustrato cromo, fluoro o lumogénico resulia en
la generacion de una sefal detectable. También son utiles otros sistemas de
deteccion, tales como la flucrescencia con resoiucion temporal, 1a fluorescencia
de reflexion interna, ta amplificacién (por ejemplo, la reaccién en cadena de la
polimerasa) y la espectroscopia de Raman.

Los ejempios de fluidos bioldgicos que pueden evaluarse en los
inmunoensayos anteriores incluyen plasma, sangre completa, sangre completa
deshidratada, suero, fluido cerebroespinal o extractos acuosos o0 no acuosos de
tejidos y células.

La presente invencién también abarca un método para detectar Iia
presencia de anticuerpos en una muestra de prueba. Este método comprende
los siguientes pasos: (a) poner en contacto la muestra sospechada de contener

0s anticuerpos con un anti-anticuerpo especifico para los anticuerpos en ia

130
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muestra del paciente, por un periodo de tiempo y bajo condiciones suficiente
para permitir 1a formacién de compiejos de anti-anticuerpo/anticuerpo, donde el
anti-anticuerpo es un anticuerpc de la presente invencidn que se une a un
anticuerpo en la muestra del paciente; (b) agregar un conjugado a los
complejos de anti-anticuerpo/anticuerpe resultantes, donde el conjugado
comprende un antigenc (que se une al anti-anticuerpo) unido a un compuesto
generador de sefiai con el que puede detectarse una sefal detectable; y (d)
detectar la presencia de los anticuerpos que pueden estar presentes en fa
muestra de prueba por medio de la deteccion de 'a sefial generada por el
compuesto generador de sefial. Puede usarse un control o calibrador que
comprende un anticuerpo contra el anti-anticuerpo.

Dentro del alcance de la invencidon también se incluyen conjuntos de
elementos. Mas especificamente, en la presente invencién se incluyen
conjuntos de elementos para determinar la presencia de antigenos (por
ejemplo, globutdmeros) en un paciente sospechado de padecer la enfermedad
de Alzheimer u otra condicidn caracterizada por una alteracién cognitiva. En
particular, un conjunto de elementos para determinar (a presencia de antigenos
en una muestra de prueba comprende a) un anticuerpo como se define en la
presente documentacion, o una porcion de éste; y b) un conjugado gue
comprende un segundo anticuerpo (que presenta especificidad por el antigeno)
unido a un compuesto generador de senal capaz de generar una sedhal
detectable. El conjunto de elementos también puede contener un centrol o
calibrador que comprende un reactivo que se une a! antigeno.

En la presente invencion también se incluye un conjunto de etementos

para detectar anticuerpos en una muestra de prueba. El conjunto de elementos
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puede comprender a) un anti-anticuerpo especifico (por ejemplo, uno del sujeto
invencién) para el anticuerpo de interés y b) un antigeno o una porcion de éste,
como se definié con anterioridad. También puede incluirse un control o
calibrador que comprende un reactivo que se une al antigeno. Mas
especificamente, el conjunto de elementos puede comprender a) un anti-
anticuerpo (tal como uno de la presente invencién) especifico para el
anticuerpo y b} un conjugado que comprende un antigeno (por ejemplo, un
giobulémero) unido a un compuesto generador de seftal capaz de generar una
sefial detectable. Nuevamente, el conjunto de elementos también puede
comprender un control o calibrador que comprende un reactivo que se une al
antigeno.

E! conjunto de elementes también puede comprender un recipiente, tal
como un tubo, una botella o una cinta, donde cada uno de estos recipientes
contiene una fase solida preparada, y otros recipientes que contienen los
conjugados respectivos. Estos conjuntos de elementos también pueden
contener recipientes o envases para los otros reaclivos necesarics para llevar a
cabo el ensayo, tales como reactives de lavado, procesamiento e indicadores.

También vale destacar que en la presente invencion no solamente se
incluyen los anticuerpos'completos descriptos con anterioridad, sino también
perciones o fragmentos de éstos, por ejemplo, su porcion Fab. Adicionalmente,
la presente invencidn abarca cualquier anticuerpo que tiene 'as mismas
propiedades de los presentes anticuerpos en términos, por ejemplo, de
especificidad de unién, estructura, etcétera.

Ventajas de la invencion:

A%
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Al realizar la inmunizacién con el globulomero AB(20-42), pueden
obtenerse distintos anticuerpos monocionales que difieren en su tolerancia o su
capacidad de reconocimiento de distintos oligémeros AB(1-42) y oligémeros
AB(X-42), lo que se determina por transferencia puntual comparativa, como se
describié con anterioridad. Esto permite desarrollar un anticuerpo dirigido a
oligdbmeros AR con cortes N-terminales que poseen una refacién éptima entre el
efecto potenciador de la cognicién, la especificidad deseada sobre ofras formas
de AB y el bajo perfil de efectos colaterales. Sorprendente, los globulomeros
AB(1-42) y AB(12-42), a pesar de contener el elemento estructural, solamente
son reconocidos parcialmente por los anticuerpos obtenidos cuando se usa el
globulémero AB(20-42) cortado como antigeno.

Al restringir la forma oligomeérica especifica de A al principio estructural
basico (es decir, el uso de globuldmeros AR con cortes N-terminales), se
genera un perfi de anticuerpos en la inmunizacién activa que es muy
especifico para ias formas oligoméricas de AB. Lo mismo es valido para los
anticuerpos monoclonales que han de usarse en la inmunizacién pasiva. La
ventaja de esta estrategia especifica para la inmunizacién (activa y pasiva) es
que no inducira una respuesta inmune contra los monémeros A, los péptidos
AB en estados de agregacion fibritar o sSAPPa. Esto es ventajoso en diversos
aspectos:

1) En forma de placas AR insolubles, los péptidos AR en estados de
agregacion fibrilar dan cuenta de la mayor parte del conjunto completo
de péptidos AR en los cerebros con AD. Una liberacion masiva de AR
debida a ia disolucién de las placas AR, inducida por la reaccién de

anticuerpos anti-A anticuerpos estas placas, puede considerarse

RS
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perjudicial. Esta liberacion masiva de AP cruzarla posteriormente la
barrera hematoencefdlica, ingresarfa en el torrente sanguineo e
incrementaria potencialmente el riesgo de microhemorragias. Ademas,

en la prueba ELAN, esta misma estrategia de inmunizacion con formas

fibrilares del péptide AB motivé la cancelacion de la prueba, debido a

que 6% de los casos presentaron un inicio temprano de
meningoencefalitis.

Las respuestas inmunes dirigidas a las formas moncmeéricas de! péptido
AB son indeseables, ya que fue posible demostrar que estas uitimas
pueden ejercer efectos que potencian la cognicion.

Del mismo modo, las respuestas inmunes dirigidas a sAPPa también
soh indeseables, ya que esto puede resultar en una reaccion con la
proteina precursora de ocurrencia fisiolégica APP, y por 1o tanto, en una
reaccion autoinmune. Mas atn, también se demostré que sAPPa ejerce
efectos que potencian la cognicién.

Es necesario evitar una respuesta dirigida a péptido AR vascular en
forma de CAA, con el fin de evitar efectos colaterales indeseables en
forma de microhemorragias (anticuerpos contra la porcidn central de AR,
y que ademas no se unen a los péptidos AR agregados en forma de
CAA, inducen menos microhemorragias en comparacién con aqueillos
contra el extremo N, véase la descripcion anterior).

Los anticuerpos que reaccionen especificamente con los oligémeros A
tendran una mayor biodisponibilidad con refacion a las especies de Af

reievantes desde el punto de vista patofisiologico, ya que no se uniran,
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por ejemplo, al AB fibrilar, por lo que no estaran disponibles para el

efecto terapéutico.

Informacion de depésito: El hibridoma que produce el anticuerpo
monoclona! 5F7 se deposité en la Coleccién Americana de Tipos de Cuitivo,
10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110, el 1° de Diciembre de
2005, bajo los términos del Tratado de Budapest, y recibia la designacién PTA-
7241. Ademas, el hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal 10F11 se
deposité en la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo, 10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia 10801, el 1° de Diciembre de 2005, bajo los
términos del Tratado de Budapest, y recibid la designacién PTA-723%.
Adicionalmente, el hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal 4B7 se
depositd en la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo, 10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia 10801, el 1° de Diciembre de 2005, bajo los
terminos del Tratado de Budapest, y recibié la designacién PTA-7242, y el
hibridoma que produce el anticuerpc monoclonal 7C6 se deposité en la
Coleccién Americana de Tipos de Cultivo, 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia 10801, el 1° de Diciembre de 2005, bajo los términos del
Tratado de Budapest, y recibio la designacién PTA-7240. Adicionalmente, el
hibridoma que produce el anticuerpo monocional 6A2 se depositdé en la
Coleccién Americana de Tipos de Cultivo, 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia 10801, el 28 de Febrero de 2006, bajo los términos del
Tratado de Budapest, y recibié la designacion PTA-7409, y el hibridoma que
produce el anticuerpc moncclonal 2F2 se deposité en la Coleccién Americana
de Tipos de Cultivo, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 10801, el
28 de Febrero de 2006, bajo los términos del Tratado de Budapest, y recibié la
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designacion PTA-7408. El hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal
4D10 se depositdé en la Coleccidn Americana de Tipos de Cultivo, 10801
University Boulevard, Manassas, Virginia 10801, el 28 de Febrero de 2006,
bajo los términos del Tratado de Budapest, y recibié la designacion PTA-7405.
El hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal 7ES se depositdé en la
Coleccion Americana de Tipos de Cultivo, 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia 10801, el 16 de Agosto de 2006, bajo los términos del
Tratado de Budapest, y recibid la designacion PTA-7809. Ei hibridoma que
produce el anticuerpo monoclonal 10C1 se deposité en ia Coleccién Americana
de Tipos de Cultivo, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 10801, e!
16 de Agosto de 20086, bajo los términos del Tratado de Budapest, y recibi6 la
designacion PTA-7810. El hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal
3B10 se deposité en la Coleccidon Americana de Tipos de Cuitivo, 10801
University Boulevard, Manassas, Virginia 10801, el 1° de Septiembre de 2006,
bajo los téerminos de! Tratado de Budapest, y recibio la designacion PTA-7851.
Todos los depésitos se realizaron a nombre de Abbott Laboratories, 100 Abbott
Park Road, Abbott Park, lllinois 80064 (EEUU).

Descripcion de los dibujos:

En la Figura 1 se ilustran cromatogramas de exclusion por tamario de
AB(1-42) y A((1-40). El mondmero AB(1-42) fue disuelto en A) 0,1% de NH4OH,
B} 70% de acido férmico, C) 0,1% de NaCH, y en D), A((1-40) se disolvid en
0,1% de NaOH. Después, las muestras se diluyeron 1:10 en NaH2PO4 20 mM,
NaCl 140 mM, pH 7.4. Después de disolverlas a temperatura ambiente, las
muestras se incubaron por 5 minutos (columna izquierda) o 1 hora (columna

derecha), y luego se aplicaron a la columna de exclusién de tamafio.

RIS




122

En la Figura 2 se ilustra A) un SDS PAGE de proteinas de referencia
(marcadores moleculares proteicos), carril 1); preparacion de fibrillas AB(1-42),
control (carril 2); preparacion de fibrillas AB(1-42) + mAb 5F7, 20 horas, 37°C,
sobrenadante (carit 3); preparacion de fibrillas AB(1-42) + mAb 5F7, 20 horas,
37°C, precipitado (carril 4); preparacion de fibrillas AB(1-42) + mAb 6E10, 20
horas, 37°C, sobrenadante (carril 5); preparacién de fibrillas AB(1-42) + mAb
6E10, 20 horas, 37°C, precipitado (carril 8); B) los resultados de! analisis
cuantitativo de mAb unidos a fibrillas AR, expresados como percentaje de

anticuerpo total.

La Figura 3 es un diagrama de barras donde se ilustran los resuitados de
la prueba de reconocimiento de objetos con ratones transgencios APP/L tras
una inmunizacién activa con monomeros AB(1-42) en 0,1% de NH4OH,
globulémeros AB(1-42) y globulomeros Af(20-42), en comparacion con ratones
tipo salvaje (contro! positivo) y ratones APP/L tratados con PBS (control
negativo), donde los circulos indican diferencias significativas respecto de los
ratones APP/L tratados cbn P8BS, vy los asteriscos indican diferencias altamente
significativas con relaciéon al nivel de azar (50%), de acuerdo con pruebas t
post-hoc después de P<0,05 en un ANOVA para las diferencias entre los

grupos.

En ia Figura 4 se ilustran transferencias puntuales de la reactividad de
100 pmol/pl (fita A); 10 pmol/ui (fila B); 1 pmol/ui (fila C); 0,1 pmol/pl (fila D) y
0,01 pmol/pl (fita E) de globuldmero AR(1-42) (columna 1); mondmero AR{1-42)
pretratado con HFIP en Pluronic F68 (columna 2); globuldémero AR(20-42)
(columpna 3), globulémero AB(12-42) (columna 4); mondmero AR(1-40)
pretratado con HFIP en DMSQ (columna 5); monomero AR(1-42), NH4OH

119
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(columna 6); una preparacion de fibriltas AB(1-42) (columna 7); y sAPPa de
Sigma (columna 8), con diversos antisueros obtenidos después de una
inmunizacion activa de ratones transgénicos APP/L con globulomero AB(20-

42).

La Figura 5 es un diagrama de barras donde se ilustran las
concentraciones de péptidos AR(1-42) y AB(1-40) solubles e insolubles en
extractos del cerebro de ratones transgénicos APP/PS1 sometidos a
inmunizacién activa, ya sea con monoémero AB(1-42) (0,1% de NH4OH),

globulomero AB(1-42), globulémero AB(20-42) o un vehiculo como control.

La Figura 6 es un diagrama de barras donde se ilustran los resultados de
la prueba de reconocimiento de objetos con ratones transgénicos APP/L,
después de una inmunizacién pasiva con los anticuerpos anti-giobulomero
AB(20-42) 5F7, 10F11 y 7C6, en comparacién con los ratones control para A)

cada anticuerpo por separado y B) todos los anticuerpos juntos.

En la Figura 7 se ilustra A) un andlisis de transferencia puntual de la
especificidad de distintos anticuerpos anti-AB (-6E10, -5F7, -4B7, -10F 11, -6A2,
-4D10, -3B10, -2F2, -7C6, -7E5, -10C1). Los anticuerpos monocionales
evaluados en este caso se obtuvieron por medio de la inmunizacién activa de
ratones con globuidmero AB(20-42), a lo que siguid la seleccion de células de
hibridomas (con la excepcion de 6E10, Signet N° 9320, disponible
comercialmente). Las formas individuales de AR fueron aplicadas en diluciones
en serie e incubadas con los anticuerpos monoclonales respectivos para la

reaccién inmune:

1. mondmero AR(1-42), 0,1% de NH40H
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2. monémero AB(1-40), 0,1% de NH4OH
3. monomero AR(1-42), 0,1% de NaOH
4. monomero ABR(1-40), 0,1% de NaOH
5. globuldémero AR(1-42)

6. globulomero AB(12-42)

7. globuldmero AR(20-42)

8. preparacion de fibrillas AR(1-42})

9. sAPPa (Sigma) (primer punto: 1 pmal)

B} La evaluacién cuaniitativa fue realizada utilizando un analisis
densitométrico de la intensidad. Para cada forma AR, se evalud unicamente el
punto correspondiente a la concentracidn de antigenc mas baja, siempre que
tuviera una densidad relativa mayor a 20% de la densidad relativa del dltimo
punto de globulémero A((20-42} (umbral). Este valor umbral se determind para
cada transferencia puntuai de manera independiente. E!l valor indica la relacion
entre el reconocimiento de globulémero AB(20-42) y la forma AR respectiva

para el anticuerpo dado.

En ta Figura 8 se ilustra la unién de los anticuerpos en distintas
concentraciones, con secciones transversales de las neocortezas de pacientes
con la enfermedad de Alzheimer (AD), o ratones trangénicos APP viejos:

A) La verificacién mediante la coloracién con rojo Congo de depositos
amiloides como placas en tejido cerebral y como angioplastias amiloides

cerebrales (CAA), en vasos del cerebro de ratones transgénicos APP de la

linea Tg2576 y en un paciente con AD (RZ55).
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B) La coloracion fuerte de depdsitos parenquimaticos de AB (placas amiloides)
en un paciente con AD (RZ16) ocurre solamente con 6G1 y el anticuerpo 6E10,
disponible comercialmente (columna izquierda); mientras que los anticuerpos
5F7, 2F2 y 6A2 (segunda columna), 4D10, 10F11 y 3B10 (tercera columna) y
7C6, 7TES y 10C1 (columna derecha) no presentan coloracion alguna. Todos los
anticuerpos fueron utilizados en una concentracién de 0,7 pg/m;

C) La coloracion fuerte de los depésitos parenquimaticos de AR (placas
amiloides} en ratones 792576 de 19 meses de edad ocurre unicamente con
6G1 y el anticuerpo 6E10, disponible comerciaimente (columna izquierda);
mientras que los anticuerpos 5F7, 2F2 y 6A2 (segunda columna), 4010, 10F 11
y 3810 (tercera columna) y 7C6, 7ES y 10C1 (columna derecha) no presentan
coloracion alguna. Todos los anticuerpos fueron utilizados en una
concentracion de 0.7 pg/mi;

D)-G) Cuantificacion del analisis de la coloracion de la placa AR en las
imagenes histolégicas usando anadlisis de imagenes. Los valores de densidad
optica {0% = sin coloracién) fueron calculados a partir de la escala de valores
de escala de grises en placas, a l0os que se les susirajeron los valores de
escala de grises del tejido de fondo: D) coloracién con 0,7 pg/ml de anticuerpo
en un ratén Tg2576 viejo, E) coloracién con 3 concentraciones diferentes de
anticuerpos en ratones APP/L, F) coloracién con 0,7 yg/ml de anticuerpo en un
paciente con AD (RZ55), y G) coloracién con 3 niveles diferentes de
concentraciones de anticuerpos en un paciente con AD (RZ216). Las diferencias
de coloracién entre los anticuerpos 6E10, disponibles comercialmente
(asteriscos), y 4G8 (circulos), y todos los otros anticuerpos (tres

asteriscos/circulos: p<0,001 versus control, prueba t post-hoc de Bonferroni

\®L
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después de un ANOVA con p<0,001) se sometieron a una evaluacion
estadistica (D, F). En E) y G), todos los anticuerpos, con excepcion de 6G1,
siempre presentaron una coloracion significativamente menor que ios
anticuerpos 6E10, disponibles comercialmente, y 4G8 (p<0,001 en una prueba
t post-hoc después de p<0,001 en el ANOVA).

H) La coloracién fuerte de los depbsitos vasculares de AB (flechas) ocurre
dnicamente con 6G1 y el anticuerpo 6E10, disponible comerciaimente (columna
izquierda); mientras que los anticue}pos 5F7, 2F2 y 6A2 (segunda columna),
4D10, 10F11 y 3B10 (tercera columna) y 7C6, 7ES y 10C1 (columna derecha)
no presentan coloracion alguna. Todos los anticuerpos fueron utilizados en una
concentracion de 0,7 pg/ml. Se hallé una situacion cualitativa similar en el ratén

Tg2576 (no indicado aqui);

En la Figura 9 se ilustran las titulaciones del anticuerpo anti-AB y del
perfil de selectividad de ia transferencia puntual en plasma de ratones TG2576,
aproximadamente un afio después de la inmunizacion activa. En las pruebas
en plasma de raton Tg2576, aproximadamente un aiio después de la
inmunizacion con A) globulémero AR (20-42), B) globuldémero AR (12-42), C)
mondmero A8 (1-42) y D) vehiculo, se evaluaron los anticuerpos anti-AB

producidos y aun presentes por transferencia puntual.

1. globulomero AR (1-42)

mondémero AR (1-42), pretratado con HFIP, en 0,1% de Pluronic F&8
globulémero AB (20-42)

globulémero A (12-42) .

menémero AR (1-40), pretratado con HFIP, 5SmM en DMSQO

U S o

monomero AR (1-42), 0,1% de NH4OH

<2
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7. fibrilla de preparacion AB (1-42)
8. sAPPa (Sigma); (primer punto: 1pmol);

En la Figura 10 se ilustra una tabla donde se resumen los niveles de
globulémero AB(20-42) en tejido cerebral de seres humanos que sufren la

enfermedad de Alzheimer y en un control sin demencia;

En la Figura 11 se ilustran las secuencias de nucleédtidos y aminoacidos
de las cadenas variables pesada y liviana de los anticuerpos monoclonales
(mAb) que se indican a continuacién (en cada secuencia de aminoacidos se

subrayan las regiones de determinacién de la complementariedad (CDR)):

Fig. SEQ ID | Tipo de | Cadena mAb

11 N° secuencia

A1 1 nucleétidos Variable pesada | 5F7
(VP)

A2 2 nucledtidos Variable  liviana | 5F7
(VL)

A1 3 aminoacidos | Variable pesada | 5F7
(VP)

A2 4 aminoacidos | Variable liviana | SF7
(VL)

B1 5 nucledtidos Variable pesada | 10F11
(VP)

B2 6 nucledtidos Variable liviana | 10F11
(VL)

0
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B1 7 aminoacidos | Variable pesada | 10F11
(VP}

B2 8 aminoacidos | Variable liviana | 10F11
(VL)

C1 9 nucleétidos Variable pesada| 7C6
(VH)

C2 10 nucleétidos Variable liviana | 7C6
(VL)

C1 11 aminoacidos | Variable pesada|7C6
(VP)

c2 12 aminoacidos | Variable liviana | 7C6
(VL)

D1 13 nucleétidos Variable pesada | 4B7
(VP)

D2 14 nucleétidos Variable liviana | 4B7
(VL)

D1 15 aminoacidos | Variable pesada|4B7
(VP)

D2 16 aminoacidos | Variable liviana | 4B7
(VL)

E1 17 nucleétidos Variable pesada | 2F2
(VP)

\¢9
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E2 18 nucleétidos Variable pesada|2F2
(VP)

E1 19 aminodacidos | Variable pesada |2F2
(VP)

E2 20 aminoacidos | Variable liviana | 2F2
(VL)

F1 21 nucleotidos Variable pesada | 6A2
(VP)

F2 22 nucleétidos Variable liviana | 6A2
(VL)

F1 23 aminoacidos | Variable pesada | B6A2
(VP)

F2 24 aminoacidos | Variable liviana | 6A2
(VL)

G1 25 nucleotidos Variable pesada|4D10
(VP}

G2 26 nucleétidos Variable liviana | 4D10
(VL)

G1 27 aminoacidos | Variable pesada |4D10
(VP)

G2 28 aminoacidos | Variable liviana | 4D10
(VL)

&
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H1 29 nucleotidos Variable pesada | 7ES
(VP)

H2 30 nucledtidos Variable liviana | 7E5
(VL)

H1 31 aminoacidos | Variable pesada | 7ES
(VP)

H2 32 aminoacidos | Variable liviana | 7E5
(VL)

I 33 nucledtidos Variable pesada | 10C1
(VP)

12 34 nucleétidos Variable liviana § 10C1
(VL)

1 35 aminoacidos | Variable pesada | 10C1
(VP)

12 36 aminoacidos | Variable liviana | 10C1
(VL)

J1 37 nucleétidos Variable pesada | 3B10
(VP)

J1 38 aminoacidos | Variable pesada | 3B10
(VP)

Los siguientes ejemplos tienen como intencién ilustrar la invencion sin

limitar su alcance.

Ejemplo 1: Preparacién de globulémeros

\&HX
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a) Globulémero AB(1-42)

El péptido sintético AR(1-42) (H-1368, Bachem, Bubendorf, Suiza) se
suspendié en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) a! 100% a razén de 6
mg/ml y se incub$ hasta su completa solubilizacidn con agitacién a 37°C
durante 1,5 horas. El HFIP actua rompiendo los enlaces hidrégeno, y se lo usa
para eliminar las heterogeneidades estructurales preexistentes en el péptido
AB. El HFIP se eliminé por evaporacién en un dispositivo SpeedVac, y el AR(1-
42) se resuspendid a una concentraciéon de 5 mM en dimetilsulféxido y se
sonicd durante 20 segundos. El AB(1-42) pretratado con HFIP se diluyé en
solucion salina amortiguada con fosfato (PBS) (NaHzPOs 20 mM, NaCl 140
mM, pH 7,4) hasta 400 pM, y se agregaron 1/10 volumenes de dodecilsulfato
de sodio (SDS) al 2% {en H:0) (con una concentracién final de 0,2% de SDS).
Una incubacién durante 6 horas a 37°C dio como resultado el globulémero
intermediario AB(1-42) de 16/20-kDa (forma corta del oligémero globular). El
globulémero AR(1-42) de 38/48-kDa se generd mediante una dilucién adicional
con tres volumenes de H,O y una incubacion durante 18 horas a 37°C.
Después de una centrifugacién a 3000 G durante 20 minutos, la muestra se
concentrd por ultrafiltracion (punto de corte: 30 kDa), se dializdé contra NaH;PO,4
5 mM, NaC! 35 mM, pH 7.4, se centrifugé a 10000 G durante 10 minutos, y se
retiré el sobrenadante que comprendia el globulomero AB(1-42) de 38/48-kDa.
Como una alternativa a la didlisis, también puede precipitarse el globuldmero
AB(1-42) 38/48-kDa con un excesc de nueve veces (v/v) de solucion
metanol/acido acetico fria en hielo (33% de metanol, 4% de acido acético)

durante 1 hora a 4°C. Después se precipitd el globulémerc AR(1-42} de 38/48-

RS
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kDa por centrifugacion (10 minutos a 16200 G), se lo resuspendio en NaH,PO4
5 mM, NaCl 35 mM, pH 7 4, y se ajusté el pH en 7 4.

b) Globulémero reticulado AB(1-42)

El péptido sintético AB(1-42) (H-1368, Bachem, Bubendorf, Suiza) se
suspendié en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) al 100% a razén de 6
mg/ml y se incubd hasta su completa solubilizacién con agitacibn a 37°C
durante 1,5 horas. El HFIP actua rompiendo los puentes de hidrégeno, y se lo
usdé para eliminar las heterogeneidades estructurales preexistentes en el
péptido AB. El HFIP se elimindé por evaporacién en un dispositivo SpeedVac, y
el AB(1-42) se resuspendié a una concentracion de 5§ mM en dimetilsulféxido y
se sonicd durante 20 segundos. El AB(1-42) pretratado con HFIP se diluyé en
solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) (NaH,PO4 20 mM, NaCl 140
mM, pH 7,4) hasta 400 pM, y se agregaron 1/10 volimenes de dodecilsulfato
de sodio (SDS) al 2% (en H.0) (con una concentracion final de 0,2% de SDS).
Una incubacion durante 6 horas a 37°C dio como resultado el globulémero
intermediario AB(1-42) de 16/20-kDa (forma corta del oligémero globular). El
globulomero AB(1-42) de 38/48-kDa se generé mediante una dilucion adicional
con tres volumenes de H;O y una incubacidn durante 18 horas a 37°C.
Después se realizd la reticulacion del globuldmero AB(1-42) de 38/48-kDa
mediante una incubacién con glutaraldehido 1 mM durante 2 horas a
temperatura ambiente (RT:. 21°C), a lo que siguié un tratamiento con
etanolamina {5 mM) durante 30 minutos a RT.

c) Globulémero AB(20-42)

184
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Se mezclaron 1,59 m! de la preparacién de globuldmero AB(1-42),
preparado de acuerdo con el gjemplo 1a, con 38 ml de solucién amortiguadora
(MES/NaOH 50 mM, pH 7,4) y 200 pl de una solucién de 1 mg/ml de
termolisina (Roche) en agua. La mezcla de reaccion se agité a RT durante 20
horas. Luego se agregaron 80 pl de una solucion de EDTA 100 mM, pH 7 4, en
agua, y ademas, el contenido de SDS de la mezcla se ajusté en 0,01% con 400
(I de una solucion de SDS con una concentracion de 1%. La mezcla de
reaccién se concentré hasta aproximadamente 1 mi con un tubo Centriprep de
30 kDa de 15 ml. El concentrado se mezclé con 8 ml de solucién amortiguadora
(MES/NaCH 50 mM, 0,02% de SDS, pH 7,4) y se concentré nuevamente hasta
1 ml. El concentrado se dializé a 6°C contra 1 | de solucién amortiguadora
(fosfato de sodio 5 mM, NaCl 35 mM) en un tubo de dialisis durante 16 horas.
Se ajusto el contenido del dializado en 0,1% con una solucién de SDS con una
concentracion de 2% en agua. La muestra se centrifugd a 10000 G durante 10
minutos y se separé el sobrenadante, es decir, el globulémero AB(20-42).

d) Globulomero AR(12-42)

Se mezclaron 2 m! de una preparacion de globulémero AB(1-42),
preparada de acuerdo con el ejemplo 1a, con 38 mi de solucién amortiguadora
(fosfato de sodic 5 mM, cloruro de sodio 35 mM, pH 7,4) y 150 pl de
endoproteinasa GIuC a razén de 1 mg/m! (Roche) en agua. La mezcla de
reaccion se agitd durante 6 horas a RT, y posteriormente se agregaron 150 p
adicionales de endoproteinasa GIuC 1 mg/ml (Roche) en agua. La mezcla de
reaccion se agité a RT durante otras 16 horas, a lo que siguié el agregado de 8

Ml de una solucién 5 M de DIFP. La mezcla de reaccién se concentré hasta
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aproximadamente 1 ml por medic de un tubo Centriprep de 30 kDa de 15 ml. El
concentrado se mezcldé con 9 ml de solucidén amortiguadora (fosfato de sodio 5
mM, cloruro de sodio 35 mM, pH 7,4) y se concentré nuevamente hasta 1 ml. El
concentrado se dializé a 6°C contra 1 | de solucién amortiguadora (fosfato de
sodio 5 mM, NaCl 35 mM) en un tubo de didlisis durante 16 horas. Se ajusto el
contenido del dializade en 0,1% con una solucién de SDS con una
concentracion de 1% en agua. La muestra se centrifugd a 10000 G durante 10
minutos y se separ¢ el sobrenadante, es decir, el globulémero AB(12-42).

Ejiemplo 2: Cromatografia de exclusién molecular de diferentes

preparaciones de monémero AB(1-42) y monémero Af(1-40)
AB(1-42), NH4OH al 0,1%:

Se disolvid 1 mg de AR(1-42} (Bachem, N° de catdlogo H-1368) en 500
Ml de NHsOH al 0,1% en H;0O, y se agité durante 1 minuto a temperatura
ambiente. La muestra se centrifugé durante 5 minutos a 10000 G. Se recolecto
el sobrenadante. Se determiné la concentracion de AR(1-42) en el
sobrenadante de acuerdo con el método de Bradford (BIO-RAD).

Muestra de 5 minutos:

Se diluyeron 20 pl de AB(1-42) en e! sobrenadante gue contenia NH,OH
al 0,1% con NaH>PQ,4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4, hasta una concentracion
de AP(1-42) de 0,2 mg/ml. La muestra se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Luego se analizaron 100 pl por cromatografia de
exclusion molecular (SEC).

Muestra de 1 hora:

\AL



135

Se diluyeron 20 pl de AB(1-42) en el sobrenadante que contenia NHsOH
al 0,1% con NaH,PO,4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4, a una concentracién de
AB(1-42) de 0,2 mg/ml. La muestra se incub6 durante 1 hora a temperatura
ambiente. Luego se analizaron 100 pl por cromatografia de exclusion molecular
(SEC).

AB(1-42), HCOOH al 70%:!

Se disolvid 1 mg de AB(1-42) en 50 ul de HCOOH al 70% en H,O y se
agitd 1 minuto a temperatura ambiente. La muestra se centrifugd durante 5
minutos a 10000 G. Se recolectd el sobrenadante. Se determiné ia
concentracion de AB(1-42) en el sobrenadante de acuerdo con el método de
Bradford (BIO-RAD).

Muestra de 5 minutos:

Se diluyeron 2 pl de AB(1-42) en HCOOH al 70% a una concentracion de
0,2 mg/ml de AB(1-42) con NaH;PO,4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4, y se ajusto
a pH 74 con NaOH 1 M. La muestra se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Luego se analizaron 100 pl por cromatografia de
exclusién molecular.

Muestra de 1 hora:

Se diluyeron 2 pi de AB(1-42) en HCOOH al 70% a una concentracion de
0,2 mg/ml de AB(1-42) con NaH,PO, 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4, y se ajusté
a pH 7,4 con NaOH 1 M. La muestra se incubo durante 1 hora a temperatura
ambiente. Luego se analizaron 100 pl por cromatografia de exclusion
molecular.

AR(1-42), NaOH a! 0,1%:

90
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Se disolvié 1 mg de AB(1-42) (Bachem, N° de catalogo H-1368) en 500
pl de NaOH al 0,1% en H,0, y se agitdé 1 minuto a temperatura ambiente. La
muestra se centrifugd durante 5 minutos a 10000 G. Se recolectd el
sobrenadante. Se determind la concentracion de AB(1-42) en el sobrenadante
de acuerdo con el método de Bradford (BIO-RAD).

Muestra de 5 minutos:

Se diluyeron 20 ul de AB(1-42) en NaOH al 0,1% a una concentracién de
0,2 mg/ml de AB(1-42) con NaH,PO4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4. La muestra
se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se analizaron 100
Wl por cromatografia de exclusién molecular.

Muestra de 1 hora:

Se diluyeron 20 pl de AR(1-42) en NaOH al 0,1% a una concentracién de
0,2 mg/m! de AB(1-42) con NaH,PO4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4. La muestra
se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se analizaron 100 pl
por cromatografia de exclusién molecular.

AB(1-40), NaOH al 0,1%:

Se disolvid 1 mg de AB(1-40) (Bachem, N° de catalogo H-1194) en 500
p! de NaCH al 0,1% en HzO, y se agitdé 1 minuto a temperatura ambiente. La
muestra se centrifugd durante 5 minutos a 10000 G. Se recolectd ei
sobrenadante. Se determind la concentracion de AB(1-42) en el sobrenadante
de acuerdo con el método de Bradford (BIO-RAD).

Muestra de 5 minutos:

Se diluyeron 20 pl de AB(1-40) en NaOH al 0,1% a una concentracién de

0,2 mg/m! AB(1-40) con NaH;PO4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4. La muestra se

a4
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incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se analizaron 100 pl
por cromatografia de exclusion molecular.
Muestra de 1 hora:

Se diluyeron 20 pl de AB(1-40) en NaOH al 0,1% a una concentracion de
0,2 mg/ml de AR(1-40) con NaH,PO4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4. La muestra
se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se analizaron 100 pl
per cromatografia de exclusion molecular.

Condiciones para cromatografia de exclusiéon molecular (SEC):

Columna de SEC:. Superose 12 HR 10/300 GL (Amersﬁam, N° de
catalogo 17-5173-01) |

Flujo: 0,5 mi/minuto

Velocidad del papel: 0,2 cm/minuto

Excoloracion a 214 nm: 0-0,2 unidades de absorbancia

Fase movil: NaH,PO4 20 mM, NaC! 140 mM, pH 7,4

Los resultados se ilustran en la Figura 1.

La preparacién de una solucién pura de AR monomérico es un gran
desafio, debido a la elevada tendencia del péptido AB. especiaimente el
monomero AB(1-42), a agregarse en fibrillas. Sin embargo, para el analisis y la
caracterizacion de anti-globulomeros AB(20-42) que discriminen monémeros
AB(1-42) y mondémeros AR(1-40), es necesario usar la mejor preparacion
monomeérica de AR que pueda obtenerse con los medios técnicos disponibles.
En este caso se evalud el efecto del solvente inicial del péptido AR sobre el
efecto de agregacién, después de una dilucidn adicional en NaH;PO4 20 mM,

NaCl 140 mM, pH 7.4. El proveedor del péptido AR (Bachem) afirma en la
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informacién técnica que AB(1-42) ha de solubilizarse en NH4OH al 0,1%. Cinco
minutos a temperatura ambiente (RT) después de solubilizar el AB(1-42) en
NH4sOH y una dilucién adiciona! inmediata 1:10 en NaH,PO4 20 mM, NaCl 140
mM, pH 7.4 en la cromatografia de exclusion molecular se observan las
primeras sefiales de agregacion de AB(1-42) a precursores fibrilares con un
pico menor a 74 kD. E! AB(1-42) monomeérico corre con un pico mayor de 11 kD
y un hombro a 6 kD. Después de incubar el péptido AR(1-42) en NH,OH
durante una hora a temperatura ambiente (RT), ya se ha agregado en mayor
extension a fibrillas de AB(1-42), lo que resulta en una pérdida de material
detectable que no ingresa en la columna de cromatografia de exclusion
molecular. Si se usa acido formico al 70% como solvente inicial para el péptido
AB(1-42), se produce un mayor grado de agregacion despues de 1 hora a RT
con solamente una menor fraccién de mondémero AR(1-42) libre (vale destacar
que el acido formico por st solo lleva a una mayor absorcién de fondo a la
longitud de onda de deteccion de proteinas). El mejor solvente inicial para
AB(1-42) para prevenir la agregacion es NaOH al 0,1%, que incluso despues de
1 hora de incubacién, u después de una solubilizacién y una dilucién adicional,
solamente presenta una pequernia fraccion de AB(1-42) agregado, y la mayor
parte de AB(1-42) aun se halla como monémero. ElI ABR(1-40) solubilizado
inicialmente en NaOH al 0,1% no presenta signo de agregacion alguno, incluso
después de 1 hora de incubacion a RT.

Ejemplo 3: Anélisis semicuantitativo visualizado por SDS-PAGE de la

discriminacién de anticuerpos selectivos de globulémero AB(20-42) para

fibrillas AB(1-42)

@
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Preparacion fibrilar Ag(1-42):

Se disolvi6 1 mg de AB(1-42) (Bachem, N° de cat. H-1368) en 500 pl de
NH4OH al 0,1% en H;0, y se agitd durante 1 minuto a temperatura ambiente.
La muestra se centrifugd durante 5 minutos a 10000 G. Se recolectd el
sobrenadante. Se determiné la concentracién de AB(1-42) en el sobrenadante
de acuerdo con el método de Bradford (BIO-RAD).

Se mezclaron 100 p! de AB(1-42) en NH4OH al 0,1% con 300 ul de
NaH;PO, 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4, y se ajusté a pH 7,4 con HCI al 2%.
Luege se incubd la muestra a 37°C durante 20 horas. Después, la muestra se
centrifugd durante 10 minutos a 10000 G. El sobrenadante se descartd, y el
residuo se mezclé con 400 pl de NaHPO4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4, se
resuspendid con agitacidon vigorosa (‘vortexeado™) durante 1 minuto, y se
centrifugd durante 10 minutos a 10000 G. El sobrenadante se descartd, y el
residuo se mezcld con 400 pl de NaH,PO4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4, se
resuspendié por agitacion vigorosa (‘vortexeado”) durante 1 minuto y se
centrifugd durante 10 minutos a 10000 G una vez mas. El scbrenadante se
descartd. El residuo se resuspendié en 380 ul de NaH,PO4 20 mM, NaCl 140
mM, pH 7.4 y se ayud6 con agitacion vigorosa (“vortexeado”).

Unién de los anticuerpos anti-Ag a fibrillas Af(1-42):

Se diluyeron 40 pl de preparacion fibrilar AR(1-42) con 160 pl de
NaH;PO4 20 mM, NaCl 140 mM, 0,05% de Tween 20, pH 7.4, y se agitd 5
minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugd ta muestra durante 10

minutos a 10000 G. El sobrenadante se descarté, y e! residuo se resuspendid

96
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en 95 ul de NaH,PO, 20 mM, NaCl 140 mM, 0,05% Tween 20, pH 7,4. La
resuspension se realizé por agitacion vigorosa (“vortexeado”).

Se mezclaron alicuotas de 10 pl de la preparacion fibrilar cada una con:

a) 10 pl de NaH,PO, 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4

b) 10 ut de 0,5 pg/pl de SF7 en NaH,PO, 20 mM, NaCl 140 mM, pH
74

c) 10 pl de 0,5 pg/ul de BE10 (Signet N° 9320) en NaH2PO4 20 mM,
NaCl 140 mM, pH 7.4

Las muestras se incubaron a 37°C durante 20 horas, luego se
centrifugaron durante 10 minutos a 10000 G. Los sobrenadantes se colectaron
y se mezclaron con 20 ul de solucién de muestra SDS-PAGE. Los residuos se
mezclaron con 50 ul de NaH,PQ4 20 mM, NaCi 140 mM, 0,025% Tween 20, pH
7.4 y se resuspendieron por “vortexeado’, luego se centrifugaron las muestras
durante 10 minutos a 10000 G. Los sobrenadantes se descartaron, y los
residuos se mezclaron con 20 pl de NaH;PO4 20 mM, NaCl 140 mM, 0,025%
Tween 20, pH 7.4, luego con 20 ! de solucion de muestra SDS-PAGE. Las
muestras se sembraron en un gel 4 - éO% Tris/Glicina para electroforesis.
Parametros para SDS-PAGE:

Solucidn de muestra SDS: 0,3 g de SDS

4 ml Tris/HCl 1 M, pH 6,8

8 ml de glicerina

1 ml de azul de bromofencl al 1% en etanol

Lievado a 50 mi con H;0

Gel 4-20% Tris/Glicina: (Invitrogen, N° de cat. EC6025BOX)

oy
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Amortiguador de electroforesis:

7,5 g de Tris

36 g de glicina

25gde SDS

Llevado a 2,5 | con H;O

El gel se analiza a una corriente constante de 20 mA.

Coloracién de los geles: Azul de Coomassie R250

Los resultados se ilustran en la Figura 2.

Anadlisis semicuantitativo de diferentes anticuerpos anti-Af y su
discriminacién de fibrillas AB(1-42). Las posiciones de los anticuerpos, fibrillas
AB(1-42) y mondmeros AB(1-42) estan marcadas en el borde del gel. Debido a
su tamano, las fibrillas AB(1-42) no pueden ingresar en el gel SDS-PAGE, y se
pueden observarse en la cavidad del gel.

1. Marcador

2. Preparacion fibrilar AB(1-42); control

3. Preparacidén fibritar AB(1-42); + mAb 5F7; 20 horas a 37°C;
sobrenadante

4, Preparacion fibrilar Af(1-42); + mAb 5F7; 20 horas a 37°C,
precipitado

5. Preparacion fibrilar AB(1-42); + mAb 6E10; 20 horas a 37°C;
sobrenadante

8. Preparacion fibrilar Ap(1-42); + mAb 6E10; 20 horas a 37°C;

precipitado

e
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La unidn relativa a las fibrillas tipo AB se evaludé con un andlisis de SDS-
PAGE, midiendo los valores de Densidad Optica (OD) de las cadenas pesadas
de los anticuerpos en la unién fibrilar (fraccion precipitado) y las fracciones de
sobrenadante después de la centrifugacién. Los anticuerpos que se unieron a
las fibrillas AR deberian coprecipitar con las fibrillas AB, y por lo tanto, se
encuentran en la fraccién precipitada, mientras que los anticuerpos no unidos a
fibrilas AB (libres) se encuentran en el sobrepadante. E! porcentaje de
anticuerpo unido a fibnllas AB se calcuié de acuerdo con la siguiente formula:
Porcentaje de anticuerpo unido a fibrillas AB = ODsaccisn fsitar X100%/(ODgaccisn
ivriter + OO tacaén sobrenadante)-

Este procedimiento se realiz6 para los mAb 6E10 (Signet, N° de cat.
9320), 5F7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F 11, 3B10, 7C6, TES y 10CH.

En un cerebro con la enfermedad de Alzheimer, las fibrillas AR son uno
de los componentes principales del conjunto de péptido AR total. Al atacar
estas fibrillas con anticuerpos anti AB, el riesge de efectos secundarios
negativos es elevado, debido a la liberacion de grandes cantidades de AB, que
fuego puede incrementar el riesgo de microhemorragias. Se observd un
incremento en el riesgo de microhemorragias en un sistema de inmunizacion
activa con agregados fibrilares dei péptido AB (Bennett y Holtzman, 2005,
Neurology, 64, 10-12; Orgogozo J, Neurology, 2003, 61,46-54; Schenk et al.,
2004, Curr Opin Immunol, 16, 599-606).

A diferencia del anticuerpo disponible en forma comercial 6E10 (Signet
9320), que reconoce un epitope de AR linear entre AA1 y 17, el anticuerpo 5F7

selectivo para el globuldmero AB(20-42) (que en realidad tiene poca

o
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selectividad por los globulémeros AR(20-42) en comparacién con las otras
formas AB) no se une a las fibrilas AB(1-42) en un experimento de
coprecipitacion. Esto se observa por el hecho de que el anticuerpo S5F7
después de una incubacion con fibrillas Ap(1-42) permanece en el
sobrenadante después de un paso de precipitacion, y no coprecipita por estar
unido a las fibrillas AR(1-42).

Ejemplo 4: Analisis del comportamiento cognitivo_en ratones por medio

de un ensayo de reconocimiento de objeto, después de una inmunizacién

activa con monémero AB(1-42) (NH,OH al 0,1%), globulomero AB(1-42) o

globulémero AB(20-42), en comparacién con la cepa salvaje

En estos experimentos se usaron ratones con sobreexpresion de APP
humano con una mutacién puntual. La mutacién puntual hace referencia al
aminoacido 717 (sustitucion de isoleucina por valina), y se la ha encontrado en
una familia de Londres, donde lleva al inicio de la AD antes del comienzo de la
sexta década de vida (Mullan et al., Nature Genetics 2 (1992) 340-342). Los
ratones transgénicos, denominados APP/L en la presente documentacion,
fueron creados y descriptos por primera vez en Leuven {(Moechars et al., J.
Biol. Chem. 274 (1999) 6483-6492). Los ratones APP/L hembra se sometieron
a una inmunizacion activa a las 6 semanas de edad.

Los ratones recibieron 100 ug de mondémero AR(1-42) (NH4OH al 0,1%),
globuldmero AB(1-42) o globulémero AB(20-42) en solucion salina amortiguada
con fosfato (PBS), mezclado con igua! cantidad de coadyuvante de Freund
completo en forma intraperitoneal, a lo que siguieron inyecciones de refuerzo

con ta misma cantidad de antigeno en coadyuvante de Freund incompleto cada
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tres semanas durante tres meses. Durante el transcurso del experimento, los
animales se conservaron bajo condiciones convencionales, con ciclos
dia/noche (14 horas de luz comenzando a las 7 pm/10 horas de oscuridad). El
aumento en el peso corporal durante el transcurso del experimento fue tal
como se esperaba, y no fue significativamente diferente del grupo control, que
recibioc PBS/coadyuvante solo, lo que sugiere que los tratamientos con
antfgeno fueron bien telerados.

A los 4,5 meses de edad, se estudi¢ la habilidad cognitiva de los ratones
por medio de un ensayo de reconocimiento de objeto descripto en la técnica
{Dewachter et al., Journal of Neuroscience 22 (2002) 3445-3453). Con este fin,
los ratones se acostumbraron a una arena, y luego se expusieron durante 10
minutos a una fase de adquisicion, durante la cual se colocaron individualmente
en la arena, que ahora contenia dos elementos idénticos (piramide azul, cubo
verde, cilindro amarillo de tamafo similar, aproximadamente 4 cm). Se registré
la duracién y la frecuencia con la cual el ratén exploré los objetos. Durante la
fase de retencion, 2,5 horas mas tarde, los ratones se colocaron nuevamente
en la arena, que ahora contenia, ademas de los objetos conocidos, un objeto
desconocido seleccionado al azar entre otros objetos. El reconocimiento del
nuevo objeto se registré como el ttempo en el cual el ratén estuvo explorando el
objeto antiguo en relacidén al tiempo total (exploracién del objeto antiguo y
nuevo). El “indice de reconocimiento” expresa esta relacion (tiempo para el
nuevo objeto/tiempo total). Un ratdon que no recuerda el objeto conocido lo
considerara igualmente interesante que el nuevo objeto, y pasara igual

cantidad de tiempo explordndolo, en otras palabras, maostrara un indice de

’L@t |



145

reconocimiento de 50%. Un ratén que recuerda el objeto conocido lo
considerara no interesante, y por lo tanto, tendra un indice de reconocimiento
significativamente mayor. Los ratones APP/L son conocidos por ser presentar
deficiencias cognitivas a los 4,5 meses de edad y exhibir un indice de
reconocimiento en el rango del nivel aleatorio, es decir 50%.

Los resuitados se ilustran en la Figura 3.

Prueba de reconocimientio de abjeto en ratones. En la prueba se informa
el reconocimiento de un objeto conocido en comparacion con uno desconocido,
medido en términos del comportamiento exploratorio durante una fase de
prueba de 10 minutos. El indice de reconocimiento se define como el
porcentaje de tiempo que el ratén ocupa explorando un objeto desconocido en
relacidn al tiempo que ocupa explorando ambos objetos. El objeto conocido fue
explorado durante una fase de adquisicion de 10 minutos, tres horas antes de
la fase de prueba. Se compararon cinco grupos de ratones (el numero de n se
indica debajo de las columnas). Los ratones normales C57BI/6 (cepa salvaje)
presentaron un Rl elevado significativamente diferente del nivel aleatorio (50%,
es decir, tempos de exploracién iguales transcurridos en ambos objetos,
conocido y desconocido) (*** = p < 0,001; prueba de Student). Los otros cuatro
grupos de ratones transgénicos APP se sometieron a inmunizacién activa con
tres meses de antelacidn. Los inmunogenos usados fuercn el mondémero AB(1-
42), el globulomero AR(1-42) y el globulémero AB(20-42). Como control se usé
solucion salina amortiguada con fosfato (PBS). Las diferencias significativas
entre el PBS y los otros grupos se indican con circulos: ° = p < 0,05, *°* =p <

0,01 (prueba de t post-hoc después de p < 0,05 en el ANOVA).

QL
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Los ratones APP/L son conocidos por presentar, a diferencia de los
ratones no transgénicos, una deficiencia cognitiva a los 4,5 meses de edad, y
porque alcanzan resultados cercanos al nivel aleatorio (es decir 50% de indice
de reconocimiento). De hecho, los ratones tratados con PBS presentaron un
comportamiento aleatorio, a diferencia de los ratones no transgénicos (cepa
salvaje). La inmunizacién con globulémero AB(1-42) nativo y con globulémero
Af(20-42) dio como resultado un reconocimiento de objeto significativamente
mejorado en los ratones APP/L.

Debido a que ambas preparaciones de globulomero (nativo y truncado)
dieron como resultado una mejora en la memoria de los animales transgénicos
APP y un reconocimiento aun mayor en los animales tratados con globulémero
AB(20-42), es razonable asumir que la induccidon de anticuerpos contra el
globulémero truncado AB(20-42) producirda el mejor resultado, y que la
inmunizacion pasiva con anticuerpos reactivos especificamente con esta
especie representa la estrategia de tratamiento optima.

Ejemplo 5: Analisis por transferencia puntual del perfil de anticuerpos

para diferentes formas de AB después de una inmunizacidn activa de

ratones Tq APP/L con globulémero Af{20-42)

Después de la inmunizacién de ratones APP/L (compéarese con el
gjemplo 4) (Moechars et al., 1999, J. Biol. Chem. 274, 6483-6492) con
diferentes formas de AR, se evaluaron los anticuerpos anti-AB en muestras de
plasma. Con este fin, se hicieron diluciones en serie de las formas de AB(1-42)
individuales en un rango entre 100 pmolfgl y 0,01 pmol/ul en PBS

suplementado con 0,2 mg/ml de BSA. Se colocd 1 yl de cada muestra sobre
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una membrana de nitrocelulosa. Para la deteccion se usaron las muestras de
plasma de ratdn correspondientes (con una diluciéon de 1:400). Se hizc una
inmunocoloracién con IgG anti-raton conjugada con fosfatasa alcalina y el
reactivo de coloracién NBT/BCIP.
Referencias de Af para transferencia puntual:

1. Globulémero AB(1-42)

La preparacion del globulémerc AB(1-42) se describe en el ejemplo 1a.

2. Mondmero AB(1-42) pretratado con HFIP en Pluronic F68

Se disolvieron 3 mg de AB(1-42), (Bachem Inc.; N° de cat. H-1368) en
0.5 ml de HFIP (suspension de 6 mg/ml) en un tubo Eppendorf de 1,7 mi y se
agitdé (mezclador Eppendorf Thermo, 1400 rpm) durante 1,5 horas a 37°C hasta
que se obtuvo una solucién transparente. La muestra se secd en un
concentrador SpeedVac (1,5 h) y se resuspendié en 13,2 yl de DMSO, se agité
durante 10 segundos, a lo que siguié una sonicacién (20 segundos) y una
agitacion (por ejemplo en un mezclador Eppendorf Thermo, 1400 rpm) durante
10 minutos. Se agregaron 6 ml de NaH;PO, 20 mM; NaCl 140 mM; 0,1% de
Pluronic F68; pH 7,4, y se agitd durante 1 hora a temperatura ambiente. La
muestra se centrifugd durante 20 minutos a 3000 G. El sobrenadante se
descartd, y el precipitado se disolvié en 0,6 ml de NaH;PO4 20 mM; NaCl 140
mM; 1% de Pluronic F68, pH 7,4. Se agregaron 3,4 ml de H;O y se agitd
durante 1 hora a temperatura ambiente, a lo que siguieron 20 minutos de
centrifugacion a 3000 G. Se almacenaron ocho alicuotas de 0,5 mi del
sobrenadante a -20° para su uso posterior.

3. Globulémero AB(20-42)
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La preparacion del globulomero AB(20-42) se describe en el ejemplo 1c.

4. Globuldmero AB(12-42)

La preparacidn del globulémero AB(12-42) se describe en el ejemplo 1d.

5. Monémero AB(1-40) pretratado con HFIP, 5 mM en DMSO

Se resuspendio 1 mg de AB(1-40), (Bachem iInc, N° de cat. H-1194) en
0,25 ml de HFIP (suspensién de 4 mg/ml) en un tubo Eppendorf. El tubo se
agité (por ejemplo, en un mezclador Eppendorf Thermo, 1400 rpm) durante 1,5
horas a 37°C para obtener una solucién transparente, y luego se secé en un
concentrador Speedvac (1,5 horas). La muestra se disolvié nuevamente en 46
Hl de DMSO (solucién de 21,7 mg/ml = 5 mM), se agitd durante 10 segundos y
luego se sonico durante 20 segundos. Después de 10 minutos de agitacion (por
ejemplo, en un mezclador Eppendorf Thermo, 1400 rpm), la muestra se
almacendé a -20°C para su uso posterior.

8. Monomero AB(1-42), NH,;OH al 0,1%

Se disolvid 1 mg de AR(1-42) (Bachem Inc., N° de cat. H-1368) en 0,5 ml|
de NH4OH al 0,1% en H;O (preparado fresco) (= 2 mg/ml) y se agitd
inmediatamente durante 30 segundos a temperatura ambiente para obtener
una solucién transparente. La muestra se almacend a -20°C para su uso
posterior.

7. Fibrillas AB(1-42)

Se disolvid 1 mg de AB(1-42) (Bachem inc. Catalogo N°: H-1368) en 500
ul de NH4OH al 0,1% acuoso (tubo Eppendorf) y la muestra se agité durante 1
minuto a temperatura ambiente. Se neutralizaron 100 ! de esta solucion

preparada fresca AB(1-42) con 300 pl de NaH.PO4 20 mM; NaCl 140 mM, pH
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7.4. El pH se ajustd a pH 7,4 con HCI al 1%. La muestra se incub6 durante 24
horas a 37°C y se centrifugd (10 minutos a 10000 G). E! scbrenadante se
descantd, y el precipitado de fibrillas se suspendié nuevamente con 400 ul de
NaH;PO, 20 mM; NaC! 140 mM, pH 7,4, por vortexeadc durante 1 minuto.
8. sAPPa
Obtenido en Sigma (N° de cat. S9564; 25 ug en NaH.PO4 20 mM; NaCl
140 mM; pH 7.4). El sAPPa se diluyd con NaH2PO4 20 mM, NaCl 140 mM, pH
7.4, 0,2 mg/mi de BSA a razén de 0,1 mg/mi (= 1 pmol/ul).
Materiales para la transferencia puntual:
Referencias de AB:
Dilucién en serie de antigenos AR en NaHPOs 20 mM, NaCl 140 mM,
pH 7.4+ 0,2 mg/ml de BSA
1) 100 pmol/pl
2) 10 pmol/ul
3) 1 pmol/pl
4) 0,1 pmol/ul
5) 0,01 pmol/gl
Nitrocelulosa:
Medio Trans-Blot Transfer, Membrana de Nitrocelulosa Pura (0,45
pgm); BIO-RAD
Anti-Ratén-AP:
AQ330A (Chemicon)
Reactivo de deteccion:

Tabletas NBT/BCIP (Roche)
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Sergalbumina Bovina, (B3A):
A-TBBS (SIGMA)

Reactivo de bloguen:

Leche descremada al 5% en TBS

Suolucicnes arnnrtiguadu;raﬁ:

BS

Amortiguador de Tris/HCI 25 mM, pH 7.5
+ NaGl 150 mi

TTBS

Amortiguador de Tris/HCI 25 mM, pH 7.5
+ NaCl 150 mM

+ 0,05% de Tween 20

PBS + 0,2 mg/ml de BSA

Amortiguador de NaHPQO4 20 mM, pH 7.4
+ NaCl 140 mM

+ 0.2 mgiml B3A

Solucidon de anficuerpo |:

Muestras de plasma de ratdn de un estudio de inmunizacion activa con
giobuldmero AB(20-42) (dilucion 1:400 en 20 ml de leche descremada al 1% en
TBS)

Solucion de anticuerpo Il

Dilucion 1:5000

Anti-raton-AP en leche descremada al 1% en TBS

Procedimiento de transferencia puntual:
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1) Se colocod 1 pl de cada una de las distintas referencias de
AB (en sus 5 diluciones en serie) en la membrana de nitrocelulosa, con
una distancia de aproximadamente 1 cm una de la otra.

2) Las gotas de referencias de Af se dejaron secar sobre la
membrana de nitrocelulosa al aire durante al menos 10 minutos a
temperatura ambiente (RT) {= transferencia puntual)

3) Bloqueo:

La transferencia puntual se incubé con 30 ml de leche
descremada al 5% en TBS durante 1,5 horas a RT.

4) Lavado:

La solucion de lavado se descartd, y la transferencia puntual se
incubé con 20 ml de TTBS con agitacién durante 10 minutos a RT.

5) Solucion de anticuerpo I

Se descartd el amortiguador de 'avado y se incubd la
transferencia puntual con solucién de anticuerpo ! durante la noche a
RT.

6) Lavado:

La solucién de anticuerpo | se descarto, y la transferencia puntuat
se incubd con 20 ml de TTBS con agitacion durante 10 minutos a RT. La
solucién de lavado se descartg, y la transferencia puntual se incubé con
20 m! de TTBS con agitacién durante 10 minutos a RT. La solucion de
lavado se descartd, y la transferencia puntual se incubé con 20 mi de
TBS con agitacién durante 10 minutos a RT.

7) Solucitn de anticuerpo I:

< 0%
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El amortiguador de lavado se descarté, y la transferencia puntual
se incubo con solucidn de anticuerpo Il durante t hora a RT

8) Lavado:

La solucion de anticuerpo [l se descarté, y la transferencia puntual
se incubd con 20 ml de TTBS con agitacion durante 10 minutos a RT. La
solucién de lavado se descartd, y la transferencia puntual se incubé con
20 ml de TTBS con agitacién durante 10 minutos a RT. La solucion de
lavado se descartd, y la transferencia puntual se incubé con 20 ml de
TBS con agitacion durante 10 minutos a RT.

9) Revelado:

La solucién de lavado se descartd. Se disolvio 1 tableta de
NBT/BCIP en 20 m! de HzO y la transferencia puntual se incubd durante
5 minutos con esta solucion. El revelado se detuvo por lavado intenso
con H,0.

Los resultados se ilustran en la Figura 4.

Analisis de transferencia puntual de los anticuerpos anti-Af producidos
después de la inmunizacién activa de ratones con el globulomero AB(20-42)
para evaluar su especificidad para diferentes formas de AB. Se colocaron gotas
de las formas individuales de AB en diluciones en serig, y se las incubd con el
plasma de ratén correspondiente que contenia 108 anticuerpos anti AR
producidos durante la reaccidén inmune. Las transferencias puntuales
individuales corresponden a distintos ratones inmunizados individuales.

1. Globulémero AB(1-42)

7
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2. Monémerc AP(1-42) pretratado con HFIP en 0,1% de

Pluronic F68

3. Globuldmero AR(20-42)

4 Globulémero AB(12-42)

5 Monémero AR(1-40), pretratado con HFIP, 5 mM en DMSO
6. Monomero AB(1-42), NH,OH al 0,1%

7 Preparacion fibrilar AR(1-42)

8. sAPPa (Sigma); (primera aplicacién:.1 pmol)

En un estudio de inmunizacion activa de ratones Tg APP/L se demostré

que la inmunizacion con el globuldmero Af(20-42) lleva al mejor resultado, ya
que alivia el deterioro cognitivo en estos ratones en comparacion con el
tratamiento con PBS. Las muestras de plasma de ratones Tg APP/L sometidos
a una inmunizacion activa con globuldmero AB(20-42) presentan un perfil de
anticuerpos (reconocimierto predominante de globuldmero AR(20-42) y
globulémero ABR(12-42)) que se asemeja al de los mAb contra el globuidmero
AB(20-42) que se reivindican en la presente documentacion.
Ejemplo 6: Concentracion de los péptidos ABR(1-42) y AB(1-40) solubles e
insolubles en extractos de cerebro de ratones Tg APP/PS1 sometidos a
una inmunizacion activa con mondémero Af(1-42), globulémero AB(1-42),
globulémero AB(20-42) o vehiculo como control

Para este estudio se usaron 40 ratones hembra de un modelo
doblemente transgénico de la enfermedad de Alzheimer (ratones Tg APP/PS1),
sobre un progenitor FVBxCS57BlI/6J, con 4 meses de edad. Los ratones Tg

APP/PS1 contienen la forma del amincacido 695 del APP humanc con la

10
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mutacion V7171 (posicidn con referencia a la isoforma mayor de APP), junto
con el gen de Presenilina 1 humana con la mutacion A264E. Ambos genes
estdn bajo el control del promotor Thy1. Los ratones se generarcn y se
caracterizaron en uno de los laboratorios fundadores de reMYND, Grupo de
Genética Experimental, Campus Gasthuisberg, Universidad Catolica Leuven,
por el Prof. Fred Van Leuven et al.

Se determinaron los genotipos de todos los ratones por medio de una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a la edad de 3 semanas y
recibieron un numero de identificacién unico, una vez que se conocieron los
resultados de la PCR.

Los ratones tuvieron libre acceso a agua prefiltrada y esténl (lampara
UV) y alimento convencicnal para ratén. La comida se almacené bajo
condiciones de sequedad y frio en una habitacibn de almacenaje bien
ventilada. La cantidad de agua y comida se verificé a diario, se provey6 cuando
fue necesario, y por defecto, se renové dos veces por semana.

Los ratones se albergaron con un ritmo alternado de dia-noche: 14 horas
de luz/10 horas de oscuridad comenzando a las 7 p.m., en jaulas de metal
convencionales tipo RVS T2 (4rea de 540 cm?). Las jaulas se equiparon con
pisos solidos y una capa de lecho. La cantidad de ratones por jaula fue limitada
de acuerdo a la legislacién de bienestar animal. Cinco dias antes del inicio de
la prueba de comportamiento, los ratones fueron cambiados de jaula a jaulas
macrolon Tipo 2, y se transportaron al laboratorio con el objeto de adaptarlos a
ambiente del laboratorio durante la preparacion para la prueba de

comportamiento.

21\
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Los ratones recibieron 100 ug de mondémero AR(1-42) (NHsOH al 0,1%),
globulémero AB(1-42) o globuiémero AB(20-42) en solucién salina amortiguada
con fosfato (PBS) mezclada con igual cantidad de coadyuvante de Freund
completo en forma intraperitoneal, a lo que siguieron inyecciones de refuerzo
con la misma cantidad de antigeno en coadyuvante de Freund incompleto cada
3 semanas durante 4 meses.

Bioquimica

Se determind el AB(1-40) y AB(1-42) en la fracciéon soluble de 1
hemisferio por ELISA. Ademas, se determiné AB(1-40) y AB(1-42) por ELISA en
la fraccién de membrana insoluble de 1 hemisferio.

Los ratones se anestesiaron con una mezcla 2:1:1 de Ketalar
(quetamina), Rompun (xilazina 2%) y atropina, y se sometieron a una descarga
transcardiaca con suero fisiolégico a 4°C. Esto se realizé para quitar la sangre
de los vasos cerebrales, un procedimiento que no tiene infiuencia sobre la
integridad del 6rgano.

Se recolectd fluido cerebroespinal (CSF) a través de una incision en los
musculos del cuello, entre el craneo y la primera vértebra cervical. Se hizo una
puncién en la cisterna magna con una aguja de calibre 26 y se colectaron entre
10 y 20 pl de CSF con una pipeta de vidrio fina.
| La sangre se recolectd por puncion cardiaca con una jeringa de 1 m! en
tubos Eppendorf recubiertos con heparina. La sangre se centrifugd a 14000
rpm a 4°C durante 5 minutos. El suero se almacené a -70°C.

Los ratones se lavaron en forma intracardiaca con suero fisiologico a

4°C.
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El cerebro se extrajo del craneo, y se separd el cerebelo del cerebro
anterior con un corte en el plano coronal/frontal. El cerebelo fue descartado. El
cerebro anterior se dividi6 de manera uniforme en hemisferio izquierdo y
derecho por medio de un corte sagital en la linea media.

Inmediatamente, se sumergidé un hemisferio en nitrégeno liquido y se lo
almacend a -70°C hasta el analisis bioquimico.

Homogenizacion y fraccionamiento de un hemisferio cerebral

El cerebro se homogenizdé usando un vastago Potter, un tubo de vidrio
(libre de detergente, 2 cm®) y un homogenizador mecénico (650 rpm). Como
amortiguader de homogenizacion se us6 un volumen de 6,5 x % peso de
cerebro de amortiguador de Tris/HC! 20 mM (pH 8,5) preparada fresca con
inhibidores de proteasas (1 tableta cada 50 mi de solucion amortiguadora
Tris/HCI, Complete™, Roche, Mannheim, Alemania).

Las muestras se transfirieron a -70°C a un soporte de muestras con
nitrégeno liquido, y cada muestra individual se precalenté incubandola en la
mesada durante unos segundos antes de la homogenizacion. Los
homogenatos se recolectaron en tubos de centrifuga TLX Beckman y se
colocaron en hielo antes de la centrifugacién. Entre las dos muestras, el
vastago Pofter y el tubo de vidrio se lavaron cuidadosamente con agua
destilada (AD) sin detergentes, y se secaron con papel absorbente.

Las muestras se centrifugaron en una ultracentrifuga preenfriada
(Beckman, Mannheim, Alemania) durante 1 hora y 20 minutos a 48000 rpm
(135000 x G) a 4°C. Debido a la cantidad limitada de soportes de centrifuga (N

= 8), las muestras se clasificaron en funcion del peso de cerebro (para
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equilibrar la centrifuga) y se separaron al azar, con el objetivo de dividir los
diferentes grupos de tratamiento en las diferentes sesiones de centrifugacion.

El sobrenadante (fraccién soluble conteniendo los péptidos secretados
APP y amiloide) se separé del precipitado (fracciéon de membrana conteniendo
los fragmentos APP unidos a membrana y los péptidos amiloides asociados a
placas en el casc de ratones ancianos). El scbrenadante se dividio en dos
tubos, uno de los cuales se almacend a -20°C como reserva, y el otro se
procesé adicionalmente para cromatografia en columna para concentrar los
péptidos amiloides.

En la siguiente tabla se indican, a modo de ejemplo, los pesos de los
cerebros, el volumen de solucién amortiguadora Tris/HCI usado, las sesiones
de centrifugacion (marcadas con color) y el volumen de fraccion usado para la

cromatografia en columna.

N° de Peso de V Tris
50% V
Muestra | Tratamiento | N°ID de ratén cerebro (=W x
Tris (W)
e (W) (mg) | 6,5) (u)
/, &
19 /f;fu;f xé%ff TABTPF 1305 |  157,8 1026 513
.
21 X, ,Mf:? TAB.TPF 1335 160,2 1049 521

Se montaron columnas de fase invertida pequeiias (C18-Sep-Pak Vac
3cc cartridges, Waters, Massachusetts, MA) en un sistema de vacio y se las
lavé con acetonitrilo al 80% en Acido trifluoroacético al 0,1% (A-TFA) seguido
por TFA al 0,1% dos veces. Despues, las muestras se aplicaron a las columnas
y se lavaron sucesivamente con A-TFA al 5% y 25%. Los péptidos amiloides se

eluyeron con A-TFA al 75%, y las fracciones eluidas se recolectaron en tubos

gJ'J
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de 2 ml sobre hielo. Las fracciones eluidas se secaron en frio en un
concentrador SpeedVac (Savant, Farmingdale, NY) durante la noche y se
disolvieron nuevamente en 330 pl del diluyente de muestra proporcionado con
los conjuntos de elementos de ELISA.

Adicionalmente, los precipitados se fraccionaron en diferentes fracciones
de membrana: la fraccién de membrana A (MFA), la fraccién de membrana B
(MFB), que contenia APP completo, y la fraccién de membrana C (MFC), que
contenia el amiloide asociado a placas. Por lo tanto, los precipitados se
disolvieron en solucién amortiguadora TBS con inhibidores de proteasas (1
tableta cada 50 m! de solucién amortiguadora TBS, Complete™, Roche,
Mannheim, Alemania), y 1a MFA se dividié en dos tubos, de los cuales uno se
almacend a -20°C como reserva. 60% de la MFA se sometid a un
procesamiento adicional con el agregado de NP40 (2% de volumen final) y
Triton X-100 (2% de volumen final) en TBS con inhibidores de proteasas y se
centrifugd durante una hora a 27000 rpm (98000 x G) en una ultracentrifuga
Beckman a 4°C usando un rotor oscilante (SW60). El sobrenadante (MFB) se
separ¢ del precipitado (MFC), y ambos se almacenaron a -20°C.

En la siguiente tabla se indican, a modo de ejemplo, los pesos de los
cerebros, 60% del peso de cada cerebro, los veoliumenes de solucidon
amortiguadora TBS + Pl + NP40 + Tritén X-100 usados en las sesiones de

centrifugacidon (marcadas con colores).

N° de Peso de 3/5 x Volumen de

Muestra | Tratamiento | N? ID de ratén cerebro Peso solucién

(W) (mg) de amortiguadora
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cerebro| =3/5Wx 15

(mg) (pi)

o
19 m, TAB.TPF 1305 | 157.8 95 1420

21 cﬁ?;’é%ﬁﬂj TAB.TPF 1335 |  160.2 96 1442

ELISA de AR humano en la fraccién soluble de un hemisferio

Para cuantificar la cantidad de AB(1-40) humano y AB(1-42) humano en
la fraccién soluble de los homogenatos de cerebro y/o en fluido cerebroespinal
(CSF), se usaron conjuntos de elementos de ensayos inmunosorbentes ligados
a enzimas (ELISA) disponibles en forma comercial (ELISA de alta sensibilidad
h Amyloid 40 o B42, The Genetics Company, Zurich, Suiza). El ELISA se
realizé de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, se prepararon
referencias (una diluciéon de AB(1-40) o AB{1-42) sintético) y muestras en una
placa de polipropileno de 96 cavidades sin la capacidad de unir proteinas
(Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania). Se prepararon diluciones de
referencia con concentraciones finales de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 y
15,6 pg/ml, y las muestras, en el diluyente de muestra proporconado con el
conjunto de elementos para ELISA, con un volumen final de 60 ul. Debido a
que los niveles de amiloide aumentan con la edad en el raton, y debido a que la
evaluacion real requiere que las lecturas de las muestras esten dentro de la
parte linear de la curva de referencia, las muestras para el analisis de AB(1-40)
se sometieron a una dilucidén de 1:3, las muestras para el analisis de AB(1-42)
se sometieron a una dilucién de 1:6.

Las muestras, las referencias y los blancos (50 ul) se agregaron a la

placa de polistirol recubierta con anti-AB (el anticuerpo de captura reconoce

246



et

160

selectivamente el extremo C terminal del antigeno), que ademas contenfa un
anticuerpo conjugado anti-AB selectivo (anticuerpo de deteccidn biotinilado), y
se incubaron durante una noche a 4°C con el objetivo de permitir la formacion
del complejo anticuerpo-amiloide-anticuerpo. Al dia siguiente, se agregd un
Conjugado de Estreptavidina-Peroxidasa, seguido después de 30 minutos por
el agregado de una mezcla de TMB/peréxido, lo que resultd en la conversion
del sustrato a un producto coloreado. Esta reaccion se detuvo mediante el
agregado de acido sulfurico (1 M) y se midié la intensidad del color por medio
de fotometria con un lector de ELISA con un filtro de 450 nm. La cuantificacion
del contenido de AR de las muestras se realizé comparando la absorbancia con
la curva de referencia preparada con AB(1-40) sintético o0 AR(1-42).
AB humano por ELISA en la fraccién insoluble de un hemisferio

Para cuantificar la cantidad de AB(1-40) humano y AB(1-42) humano en
la fraccién de membrana insoluble de los homogenatos de cerebro, las
muestras de MCF se sometieron a un procesamiento adicional y se disolvieron
en Guanidina 8 M en Tris/HCI 80 mM. Después, las muestras se incubaron
durante 3 horas en un termomezclador a 25°C y se pipetearon hacia arriba y
hacia abajo con una pipeta de 100 ul cada hora para disolver el precipitado de
MFC en el amortiguador de guanidina. Finalmente, las muestras se
centrifugaron durante sélo 1 minuto a 4000 rom para eliminar los desechos.

E! peso de los cerebros, el peso del precipitado de MFC y el volumen de
amortiguador de guanidina 8 M se ir%dican a modo de ejemplo en la siguiente

tabla.

Muestra N° Tratamiento ID de Ratén Peaso Peso Volumen
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cerebro(W) Precipitade Guanidina 8
(mg) MCF M

{(WMCF) | (WMCFx1.6)

(cerebro (pl)

40%)
19 2] TAB.TPF1305 157.8 63 101
21 %251 TAB.TPF1335 160,2 64 103

Para cuantificar la cantidad de AB(1-40) humano y AR(1-42) humano en
las muestras finales, se usaron los conjuntos de elementos disponibles
comercialmente para Inmunoensayos Ligados a Enzima (ELISA) (ELISA de alta
sensibilidad h Amyloid 40 o B42, The Genetics Company, Zurich, Suiza). El
ELISA se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo del fabricante, excepto para
la preparacion de las referencias (una dilucién de AB(1-40) o AR(1-42)
sintéticos). Las muestras se prepararon en el diluyente de muestras
proporcionado con el conjunto de componentes para ELISA, con un volumen
final de 60 pl. Debido a que la guanidina influye sobre los valores de DO de la
curva de referencia, se prepararon diluciones de referencia con
concentraciones finales de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 y 15,6 pg/m! en
diluyente para muestras con la misma concentracion de guanidina que para las
muestras. Esto se llevd a cabo en una placa de polipropileno de 96 cavidades
sin la capacidad de unir proteinas (Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania).

Debido a que los niveles de amiloide aumentan con la edad del ratén, y
debido a que la evaluacién real requiere que las lecturas de las muestras estén

dentro de la parte lineal de la curva de referencia, las muestras para el andlisis
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de AB(1-40) insoluble y AB(1-42) insoluble se sometieron a una dilucién de
1:500.

Las muestras, las referencias y los blancos (50 ul) se agregaron a la
placa de poliestirol recubierta con anti-Af (el anticuerpo de captura reconoce
selectivamente el extremo C terminal del antigeno) , que ademas contenia un
anticuerpo conjugado anti-Af selectivo (anticuerpo de deteccidn biotinilado), y
se incubaron durante una noche a 4°C con el objetivo de permitir la formacién
del complejo anticuerpo-amiloide-anticuerpo. Al dia siguiente, se agregé un
Conjugado de Estreptavidina-Peroxidasa, seguido después de 30 minutos por
el agregado de una mezcla de TMB/peréxido, 1o que resulté en la conversiéon
del sustrato a un producto coloreado. Esta reaccién se detuvo mediante el
agregado de acido sulfurico (1 M) y se midié la intensidad del color por medio
de fotometria con un lector de ELISA con un filtro de 450 nm. La cuantificacién
del contenido de AB de las muestras se realizé comparando la absorbancia con
la curva de referencia preparada con Af(1-40) sintético o AB(1-42).

Los resultados se ilustran en la Figura 5

Concentracion de péptidos AB(1-42) y AB(1-40) solubles e insolubles en
extractos de cerebro de ratones APP/PS1 Tg sometidos a una inmunizacién
activa, ya sea con mondmero AB(1-42) (NH4,OH al 0,1%), globulémero AR(1-
42), globulémero AB(20-42), o bien con vehiculo como control.

En las fracciones soluble e insoluble de un extracto de cerebro de
ratones APP/PS1 Tg sometidos a una inmunizacidén activa con globulémero
AB(20-42), el nivel de péptidos AB(1-40) y AB(1-42) no es significativamente

diferente al del control con vehiculo. Por el contrario, la inmunizacién con
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globuldmero AB(1-42) y monomero AB(1-42) conduce a una reduccién en los
niveles cerebrales de AB(1-40) y AB(1-42). Esto demuestra gue la opcion de
inmunizacién con el globulémero AR(20-42) no altera los niveles totales de AR
en cerebro en forma significativa, pero sin embrago es efectiva en la mejoria de
los trastornos cognitivos relacionados con el péptido AR (véase el ejemplo 4).

Ejemplo 7. Analisis del desempefio cognitivo con_ ia prueba de

reconocimiento de objetos en ratones transgénicos APP/L, después de

inmunizacién pasiva con anticuerpos anti-globulémero AB(20-42)

En estos experimentos se usaron ratones que sobreexpresan APP
humana con una mutacion puntual. La mutacion puntual hace referencia al
aminoacido 717 (sustitucion de isoleucina por valina), y se la ha encontrado en
una familia de Londres, donde lleva al inicio de la AD antes del comienzo de la
sexta década de vida (Mullan et al., Nature Genetics 2 (1992) 340-342). Los
ratones transgénicos, de aqui en adelante denominados APP/L, fueron creados
y descriptos por primera vez en Leuven (Moechars et al., J. Biol. Chem. 274
(1998) 6483-6492). Los ratones APP/L hembra se sometieron a una
inmunizacion activa a los 3 meses de edad. Los ratones recibieron 250 ug de
alguno de los anticuerpos monoclonales de raton SF7, 10F11 o 7C6 en 100 yl
de solucién salina amortiguada con fosfato (PBS). A lo largo del transcurso del
experimento, los animales se mantuvieron bajo condiciones convencionales en
un ciclo de dia/noche invertido (14 horas de luz, comenzando a tas 7 pm/10
horas de oscuridad). Los ratones toleraron bien la inmunizacion pasiva, sin

ninguna sefal de efectos adversos.
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Después de la tercera inyeccion (dia 15 de experimento), se probd la
habilidad cognitiva de los ratones mediante una prueba de reconocimiento de
objetos, tal como se describe en la técnica (Dewachter et al. Journal of
Neuroscience 22 (2002) 3445-3453). Para este fin, los ratones se familiarizaron
a una plataforma y se expusieron durante 10 minutos en una fase de
adquisicion, durante la que se los colocd individualmente en la plataforma, que
ahora contenia dos elementos idénticos (cubo verde o cilindro anaranjado de
tamafio similar, aproximadamente 4 cm). Se registrd la duracion y |a frecuencia
con la que el raton exploraba los objetos. Durante la fase de retencién, 2,5
horas después, 10s ratones se colocaron nuevamente la plataforma, que ahora
contenia, ademas del objeto conocido, otro objeto. Se registré el
reconocimiento del objeto nuevo como el tiempo que el ratdbn demoraba
explorando el objeto antiguo, en relacion al tiempo total (exploracién de objeto
nuevo y viejo). E! “indice de reconocimiento” expresa esta relacion (tiempo para
objeto nuevo/tiempo total). Un ratdn gque no recuerda el objeto conocido
considerara que es igual de interesante que el objeto nuevo, y pasara una
cantidad de tiempo igual en su exploracién, en otras palabras, mostrara un
indice de reconocimiento de 50%. Un ratén que recuerda el objeto conocido
censiderara que no es interesante, y por lo tanto, presentara un indice de
reconocimiento  significativamente mayor. Se sabe que los ratones APP/L
presentan deficiencias cognitivas a los 4,5 meses de edad y exhiben un indice
de reconacimiento en la dimensién del nivel aleaterio, es decir, 50%.

Los resultados se ilustran en la Figura 6.
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Reconocimiento de objetos en ratones. En la prueba se informa el
reconccimiento de un objeto conocido en comparaciéon con uno desconocido,
medido en términos de comportamiento de exploracién durante una fase de
prueba de 10 minutos. E! indice de reconocimiento se define como el
porcentaje de tiempo que el raton ocupa explorando el gbjeto desconocide en
relacion al tiempo que pasa explorando ambos objetos. El objeto conocido fue
explorado por el ratén durante una fase de adquisicion de 10 minutos, 2,5
horas antes de la fase de prueba.

a) Se inmunizaron ratones transgénicos APP una vez a la semana
durante tres semanas con una inyeccién intraperitoneal de 250 pg del
anticuerpo 5F7 (n = 9), el anticuerpo 10F11 (n = 11) o el anticuerpo 7C6 (n =
11); los animales control recibieron PBS (n = 6). Las diferencias significativas
contra el nivel aleatorio (50%, es decir, un tiempo de exploracién igual
transcurrido con el objeto conocido y el desconocido) se indican con asteriscos.
*=p < 0,05 {prueba t)

b) Comparacidén de tocdos los ratones tratados con anticuerpos (5F7,
10F11y 7C6; (n = 31)) y ratones tratados con solucidn salina amortiguada con
fosfato (PBS; n = 6). El R! del grupo tratado con anticuerpo fue
significativamente diferente del nivel aleatorio (** = P<0,01; prueba t).

Se sabe que los ratones APP/L presentan deficiencias cognitivas a los
4.5 meses de edad y exhiben un indice de reconocimiento en la dimensién de!
nivel aleatorio, es decir, 50%.

Efectivamente, los ratones tratados con PBS presentaron un

comportamiento al azar. La inmunizacion pasiva con los tres anticuerpos (5F7,
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10F11 y 7C8) resultd en un incremento marcado del indice de reconocimiento.
Comparados con los controles como un solo grupo, el indice de reconocimiento
se incrementd en forma significativa. Este efecto beneéficioso sobre el
desempefio de la memoria de los ratones APP/L después de la administracion
de los tres anticuerpos sugiere que un anticuerpo contra el globulémero AB(20-
42) truncado es suficiente para obtener una mejora de la cognicién.

Ejemplo 8: Perfil de transferencia puntual de la selectividad de los

anticuerpos anti-globulémero AB(20-42)

Con el objetivo de caracterizar la selectividad de los anticuerpos
monoclonales anti-globulomero AB(20-42), se los evalué para determinar el
reconocimiento de diferentes formas de Af. Para este objetivo, se hicieron
diluciones en serie de las formas individuales de AB(1-42) en el rango de entre
100 pmol/ul y 0,01 pmol/pl, en PBS suplementade con 0,2 mg/m! de BSA. Se
transfind 1 ! de cada muestra a una membrana de nitrocelulosa. Para la
deteccion se us6 el anticuerpo correspondiente (0,2 pg/ml). La
inmunocoloracidn se hizo usando anti-IgG de ratén conjugada con peroxidasa y
el reactivo de coloracién, sustrato BM Blue POD (Roche).

Referencias de A para la transferencia puntual:

1. mondmero AB(1-42), NH,OH al 0,1%

Se disolvio 1 mg de AB(1-42) (Bachem Inc., N° de cat. H-1368) en 0,5 ml
NH4OH al 0,1% en H2O (recién preparadc) (= 2 mg/ml), e inmediatamente se
agitoé durante 30 segundos a temperatura ambiente para obtener una solucion
limpida. La muestra se almacend a -20°C para su uso posterior.

2. mondmero AB(1-40), NH;OH al 0,1%
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Se disolvieron 1 mg de AB{1-40) (Bachem Inc., N° de cat. H-1368) en 0,5
ml NH,OH al 0,1% en H.O (recién preparada) (= 2 mg/mi), e inmediatamente
se agité durante 30 segundos a temperatura ambiente para obtener una
solucion limpida. La muestra se almacené a -20°C para su uso posterior.

3. mondmers AB(1-42), NaOH al 0,1%

Se disolvieron 2,5 mg de AR(1-42) (Bachem Inc., N° de cat. H-1368) en
0,5 ml de NaOH al 0,1% en H;O (recién preparada) (= S5 mg/ml), e
inmediatamente se agitdé durante 30 segundos a temperatura ambiente para
obtener una solucién ITmpida. La muestra se almacend a -20°C para su uso
posterior.

4. monémero AB(1-40), NaOH al 0,1%

Se disolvieron 2,5 mg de AB(1-40) (Bachem Inc., N° de cat. H-1368) en
0,5 ml de NaOH al 0,1% en H,O (recién preparada) (= 5 mg/ml), e
inmediatamente se agité durante 30 segundos a temperatura ambiente para
obtener una solucion limpida. La muestra se almacent¢ a -20°C para su uso
posterior.

5. globulémero AR(1-42)

La preparacién del globulémero AB(1-42) se describe en el ejemplo 1a.

6. Globulémero AB(12-42)

La preparacion del globuldmero ABR(12-42) se describe en el ejemplo 1d.

7. Globulémero AB(20-42)

La preparacion del globuibmero AB(20-42) se describe en el ejemplo 1c.

8. Fibrillas AB(1-42)

22y
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Se disolvié 1 mg de AB(1-42) (Bachem inc. N° de cat. H-1368) en 500 pl
de NH,OH al 0,1% acuoso (tubo Eppendorff) y la muestra se agité durante 1
minuto a temperatura ambiente. Se neutralizaron 100 pl de esta solucién de
AB(1-42) recién preparada con 300 ul de NaH,PO, 20 mM; NaCl 140 mM, pH
7.4. El pH se ajustd a pH 7.4 con 1% de HCI. La muestra se incubé durante 24
h a 37°C y se centrifugd (10 minutos a 10000 G). El sobrenadante se descarto
y se resuspendio el precipitado de fibrillas con 400 pl de NaH,PO, 20 mM;
NaCl 140 mM, pH 7,4 por vortexeado durante 1 minuto.
9. sAPPa
Proporcionado por Sigma (N° de catalogo S9564; 25 ug en NaH;PO, 20
mM; NaCl 140 mM; pH 7.4). Ei sAPPa se diluyé a razon de 0,1 mg/ml (= 1
pmol/pl) con NaHPQ4 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4, 0,2 mg/ml de BSA.
Materiales para la transferencia puntual:
Referencias de AB:
Dilucién en serie de antigenos AR en NaH;PO; 20 mM,
NaCl 140 mM, pH 7,4 + 0,2 mg/m! de BSA
1) 100 pmol/pl
2) 10 pmol/pl
3) 1 pmol/ut
4) 0,1 pmol/pl
5) 0,01 pmolipl
Nitrocelulosa:
Medio Trans-Blot Transfer, Membrana de Nitrocelulosa

Pura (0,45 um); BIO-RAD
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Anti-POD de Ratén:

N° de catalogo: 715-035-150 (Jackson Immuno Research)
Reactivo de deteccion:

Sustrato BM Blue POD, precipitante (Roche)
Albumina de suerc bovino (BSA):

N° de catalogo: A-7888 (SIGMA)

Reactivo de bloqueo:;

5% de leche descremada en TBS
Soluciones amortiguadoras:

BS

25 mM de amortiguador de Tris/HCI, pH 7.5

+ NaCl 150 mM

TTBS

25 mM de amortiguador de Tris/HCI, pH 7,5

+ NaCl 150 mM

+ 0,05% de Tween 20

PBS + 0,2 mg/ml de BSA

Amortiguador de NaH,PO4 20 mM, pH 7.4

+ NaCl 140 mM

+ 0,2 mg/mi de BSA
Solucién de anticuerpo |

0,2 pg/ml de anticuerpo diluido en 20 ml! de leche

descremada al 1% en TBS

Solucién de anticuerpo li:

294
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Dilucién 1:5000

Anti-POD de Ratén en leche descremada al 1% en TBS

Procedimiento para la transferencia puntual:

1) Se transfirié 1 pl de cada una de las distintas referencias de AB
(en sus 5 diluciones en serie) a la membrana de nitrocelulosa, con una
distancia de aproximadamente 1 ¢m una de la otra.

2) Las referencias de AB se dejaron secar sobre la membrana de
nitrocelulosa al aire durante al menos 10 minutos a temperatura
ambiente (RT) (= transferencia puntual)

3) Bloqueo:

La transferencia puntual se incubé con 30 ml de leche descremada al
5% en TBS durante 1,5 horas a temperatura ambiente.

4) Lavado:

Se descarté ta solucién de bloqueo, y se incubd la transferencia puntual
con 20 mi de TTBS con agitacién durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

5) Solucién de anticuerpo I:

Se descarté el amortiguador de lavado y se incub6 la transferencia
puntual con solucién de anticuerpo | durante 2 horas a temperatura
ambiente

6) Lavado:

Se descartd la solucion de anticuerpo | y se incubd la transferencia
puntual con 20 mli de TTBS con agitacion durante 10 minutos a

temperatura ambiente. Se descarté la solucion de lavado y se incub6 la

33
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transferencia puntual con 20 ml de TTBS con agitacion durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se descartd 1a solucion de lavado y se
ncubd la transferencia puntuat con 20 ml de TTBS con agitacion durante
10 minutos a temperatura ambiente.

7) Solucidn de anticuerpo |1

Se descartd el solucidn amortiguador de lavado y se incubd Ia
transferencia puntual con solucidn de anficuerpo |l durante una noche a
temperatura ambiente

3} Lavado:

Se descartd la solucién de anticuerpo Il 'y se incubd la transferencia
puntual con 20 ml de TTBS con agitaciin durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se descartd |a selucidon de lavado y se incuba la
transferencia puniual con 20 ml de TTB2 con agitacién durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se descarto la solucion de lavado y se
incubd la transferencia puntual con 20 ml de TTBS con agitacion durante
10 minutos a temperatura ambiente.

9} Revelado:

Se descartd la solucion de lavado. Se reveld |a transferencia puntual con
10 ml de Sustrate BM Blue POD durante 10 minutos. Se detuvo el
relevado mediante el lavado intensivo de Ta transferencia puntual con
H:O. La evaluacion cuantitativa de la intensidad de las transferencias se
realizé usando un analisis por densitometro (densitometro GS800
(BicRad) y &l conjunto de software Quantity one, Versidn 4.5.0 (BioRad)).

Solo se evaluaron las transferencias que prasentaron una densidad
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relativa mayor que 20% de la densidad relativa de fa dltima transferencia
del globuldomero AR(20-42)identificado por medios bpticos  sin
ambigiedad. Se determind este valor umbral para cada transferencia
puntual en forma independiente. El valor calculado indica la relacion
entre el reconocimiento del globuldmero AB(20-42) y la forma de AR
respectiva para el anticuerpo dado.

Los resultados se ilustran en la Figura 7.

Analisis por transferencia puntual de la especificidad de diferentes
anticuerpos anti-AB (6€10, 5F7, 4B7, 10F 11, 6A2, 4D10, 2F2; 3B10, 7C8, 7ES,
10C1) por diferentes formas de AB.

Los anticuerpos monaoclonales probados se obtuvieron {excepto por
6E10) mediante la inmunizacién activa de ratones con el globulémero AB(20-
42), seguida por Ia seleccién de las célutas de hibridoma fusionadas. Las
formas individuales de AR se aplicaron en diluciones en serie y se incubaron
con los anticuerpos respectivos para provocar ta reaccién inmune.

1. Monomero ABR{1-42), NHsOH al 0,1%

Preparacion fibrilar AB(1-42)

2. Mondémero AB(1-40), NH,OH al 0,1%
3. Mondmero AB{1-42), NaOH ai 0,1%
4, Monémero AB(1-40), NaOH al 0,1%
5. Globulémero AB(1-42)

6. Globuloémero AR(12-42)

7. Globulémero AB(20-42)

8.

9.

sAPPa (Sigma), (primera transferencia: 1 pmoi)

J>4
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Los anticuerpos monoclonales selectivos anti globulémero AR(20-42)
pueden dividirse en 3 clases con relacion a la discriminacion del globulémero
AR(1-42) y el globulémere AB(12-42). La primera clase, que comprende los
anticuerpos 6A2, 5F7 y 2F2, reconoce con preferencia al globulémero AR(20-
42), y en alguna extension al globulémero AB(1-42) (y también al globulémero
AR(12-42)). La segunda clase, que comprende los anticuerpos 10F11, 4010 y
3B10, reconoce con preferencia al globulémero AB(20-42), y también reconoce
al globulomero AB(12-42), pero en una menor extensién y no reconoce
significativamente al globulémero AB(1-42). La tercera clase, que comprende
los anticuerpos 7C6, 4B7, 7ES5 y 10C1, reconoce al giobuldmero AR(20-42)
pero no muestra un reconocimiento significative por los otros. Las tres clases
no reconocen significativamente al AB(1-42) monomérico, al AB(1-40)
monomeérico, a las fibrillas AB(1-42) o0 a sAPPa.

El perfil de selectividad de los anticuerpos anti-globulémero AB(20-42)
muestra que el indice de reconocimiento significativamente elevado en la
inmunizacién pasiva (en Figura 6) se debe principalmente a un reconocimiento
selectivo del globulomero AG(20-42} y el globuldmero AB(12-42) truncados, y
en una extension mucho menor, al globuldmero ABR(1-42), y no al AR(1-42)
monomeérico, el AB(1-40) monomeérico, las fibrillas AR(1-42) o sAPPa.

Ejemplo 8: andlisis_in_situ de la reaccién especifica de anticuerpos

selectivos AB(20-42) contra el péptido AR fibrilar en forma de placas AB en

ratones TG2576 viejos, y el amiloide AB en vasos de las meninges

Para estos experimentos se usé material de cerebro de ratones TG2576

de 19 meses de edad (Hsiao et al., 1996, Science; 274(5284), 99-102) o de
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ratones APP/LxPS1 de 9 meses de edad (como se describid con anterioridad,
ReMYND, Leuven, Bélgica), o material de autopsia de dcs pacientes con
enfermedad de Alzheimer (RZ16 y RZ55; obtenidos de BrainNet, Munich). Los
ratones sobreexpresan APP humana con la denominada mutacion sueca
(KB7ON/MB71L., Tg2576) o la denominada mutacion de Londres (V7171), jujnto
con el gen de Presenilina 1 humano con la mutacién A264E (APP/LxPS1) y
depésitos 8 amiloides formados en el parénquima cerebral a una edad de
aproximadamente entre 7 y 11 meses de edad, y depésitos § amiloides en
vasos cerebrales mayores a una edad de aproximadamente 18 meses de edad
(Tg2576). Los animales se sometieron a una anestesia profunda y una
perfusion transcardiaca con solucidn salina amortiguada con fosfato (PBS) 0,1
M para lavar la sangre. Luego se extrajeron los cerebros del craneo y se los
dividi6 en forma longitudinal. Se congelé rdpidamente un hemisferio del
cerebro, e! otro se fijo por inmersion en paraformaldehido al 4%. El hemisferio
fijado por inmersién se crioprotegié sumergiéndolo en sacarosa al 30% en PBS
y se montdé en un micrétomo con congelacion. Se corté el cerebro anterior
completo en secciones de 40 pm que se colectaron en PBS y se usaron para el
subsiguiente procedimiento de cotoracién. El material cerebral humano era un
bloque de neocorteza de alrededor de 1 cm® congelado rapidamente. Una
pequena parte del bloque se fijé por inmersiéon en paraformaldehido al 4%, y
luego se traté como el material de cerebro de ratén.

Las secciones individuales se colorearcn con rojo Congo usando el
siguiente protocolo:

Material:

22l
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- Conjunto de componentes para el marcado del peptido amiloide rojo
Congo (Sigma-Aldrich; HT-60), que consiste en una solucidon alcohdlica de
NaCl, solucion de NaOH y solucién de rojo Congo

- cubetas de coloracién.

- portaobjetos y cubreobjetos para microscopio SuperfrostPlus

- Etanol, Xilol, medio para embeber.

Reactivos:

- NaOH en una dilucidén 1:100 con solucion de NaCl, lo que resulta en
una solucion salina alcalina

- solucion salina alcalina en una dilucion 1:100 con solucién de rojo
Congo, lo que resulta en una solucién alcalina de rojo Congo (preparada no
mas de 15 minutos antes de su uso, filtrada)

- se montan las secciones en tos portaobjetos y se las deja secar

- se incuba el portacbjetos en una cubeta de coloracién, primero durante
30-40 minutos en solucidon salina alcalina, luego durante 30-40 minutos en
solucién de rojo Congo alcalina

- se lava tres veces con etanol fresco y se embebe con xilo

Primero se fotografié la coloracion usando un microscopio Zeiss
Axioplan y se realizd una evaluacion cualitativa. El color rojo indico depésitos
de péptido amilocide en forma de placas y en los grandes vasos meningeos.
Estos resultados se ilustran en la Fig. 8A. Mas adelante, la evaluacién de la

coloracidon del anticuerpo se centro en estas estructuras.

3%
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La coloracion de los anticuerpos se llevé a cabo incubando las secciones
con una solucién con entre 0,07 y 7,0 pg/mi del anticuerpo respectivo de
acuerdo con el siguiente protocole:

Materiales:

- solucién de lavado TBST (solucién salina amortiguada con Tween 20,
con una concentracion 10x; DakoCytomation; 83306A1:10 en agua bidestilada)

- H;07 al 0,3% en metanol

- suero de burro (Serotec), 5% en TBST

- anticuerpo monaclonal de raton anti-globulémero diluido en TBST

- anticuerpo secundario: anticuerpo biotinilado de burro anti-ratdon
(Jackson Immuno; 715-065-150; diluide 1:500 en TBST)

- SireptABComplex (DakoCytomation; K 0377)

- Conjunto de componentes de sustrato para peroxidasa de
diaminobenzidina (= DAB; Vector Laboratories; SK-4100)

- portaobjetos y cubreobjetos para microscopio SuperFrost Plus

- medio para embeber libre de xilol (Medite; X-tra Kitt)

Procedimiento:

- se transfieren las secciones flotantes a H;0; al 0,3% enfriada en hielo y
se incuba durante 30 minutos

- se lava durante 5 minutos en amortiguador TBST

- se incuba con suero de burro/TBST durante 20 minutos

- se incuba con anticuerpo primario durante 24 horas a temperatura
ambiente

- se lava en amortiguador de TBST durante 5 minutos

233
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- se incuba con suero de bloqueo del conjunto de componentes de
peroxidasa Vectastain Elite ABC durante 20 minutos

- se lava en amortiguador de TBST durante 5 minutos

- se incuba con anticuerpo secundario durante 60 minutos a temperatura
ambiente

- se lava en amortiguador de TBST durante 5 minutos

- se incuba con StreptABComplex durante 60 minutos a temperatura
ambiente

- se lava en amertiguador de TBST durante 5 minutos

- se incuba con DAB del conjunto de componentes de peroxidasa
Vectastain Elite ABC durante 20 minutos

- s€ monta la seccion en portaocbjetos, se secar al aire, se deshidrata con
alcohol y se embebe

Ademas de la inspeccién visual de las tinciones, se cuantifico la
coloracién de las placas mediante la extraccion grafica de 10 placas elegidas al
azar de las imagenes histoldgicas usando el sistema de analisis de imagenes
ImagePro 5.0, y se determind su valor promedio en una escala de grises. Se
calcularon los valores de densidad 6ptica a partir de los valores en escala de
grises, sustrayendo la densidad de fondo promedio del material coloreado de la
densidad de las placas amiloides {0%: ausencia coloracion de placas sobre el
fondo circundante, 100%: ausencia de transmision/coloracién maxima), y se
evaluaron las diferencias entre el control y los anticuerpos, y entre 6G1 y los
anticuerpos selectivos para A{(2042), respectivamente, para observar su

significacion estadistica mediante ANOVA.
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Los resultados de las tinciones en ratones Tg2576 y APP/LxPS1 se
ilustran en las Figura 8 B-Dy H.

Unidn de diferentes anticuerpos en una concentracién de 0.7 pg/mi en
una seccion transversal de neocorteza de ratones TG 2576 transgénicos de 19
meses de edad:

C) Los depdsitos de AR parenquimaticos (placas amiloides) se
colorearon solamente con 6G1 y 6E10, pero no con los anticuerpos
selectivos para el globulémero (es decir, 5F7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F11,
3810, 7C6, 7E5 y 10C1),

D) Todos los anticuerpos selectivos para el globulémero (es decir,
5F7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F11, 3B10, 7C6, 7E5 y 10C1) presentaron una
coloracion significativamente menor de las placas de parénquima en
comparacion con los anticuerpos comercialmente disponibles 6E10 y 4G8.

Unién de diferentes anticuerpos con una concentracién de entre 0,07 y
7,0 pg/ml en seccién transversal de neocorteza de ratones APP/LxPS1
transgénicos a los 11 meses de edad:

E) Los depodsitos de AR en parénquima (placas amiloides)
presentaron una coloracion significativamente mayor a concentraciones
menores con 6G1, 6E10 y 4GB que con los anticuerpos selectivos para el
globuiémero (es decir, 5F7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F11, 3B10, 7C6, 7E5 y
10C1).

Todos los depdsitos amiloides se hablan verificado con antelacién con

una coloracién congofilica (Congo Red; véase la Fig. 8A). Barra = 100 gym.
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La evaluacion de los depésitos de DAB marrones demostré que los
anticuerpos no selectivos para AB 6G1 y 6E10 colorearon las placas y los
vasos meningeos, mientras gue los anticuerpos selectivos para el globulomero
AB(20-42) 5F7, 2F2, 8A2, 4D10, 10F11, 3810, 7C6, TE5 y 10C1 no lo hicieron.
Este descubrimiento demuestra que no hay unién a las fibrillas AR u otras
especies de AP presentes en las estructuras amiloides in vivo, o que dicha
unién es marcadamente menor para los anticuerpos mencionados. Se supone
que esta union reducida reduce el peligro de efectos colaterales inducidos por
una disolucién muy répida de la placa, y el subsiguiente incremento de AR
soluble o la neuroinflamacion debida a la interaccion de los anticuerpos unidos
a placa con la microglia.

Los resultados de la coloracién en cerebro humano con enfermedad de
Alzheimer se ilustran en las Figura 8 B, F-H.

Union de diferentes anticuerpos con una concentracion de 0,7 ug/ml en
una seccion transversal de neocorteza del paciente RZ55:

B) Los depositos de pérénquima de AB (placas amiloides) se
colorearon solo con 6G1 y 6E10, pero no con los anticuerpos selectivos
para el globulomero (es decir, 5F7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F 11, 3B10, 7C6, 7E5
y 10C1).

F) Todos los anticuerpos selectivos para el globulomero (es decir,
5F7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F11, 3B10, 7C6, 7E5 y 10C1) presentaron una
coloracidon significativamente menor en comparacién con los anticuerpos

comercialmente disponibles 6E10 y 4G8.
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H) Los depositos vascutares de AB (flechas) se colorearon solo con
6G1 y 6E10, pero no con anticuerpos selectivos para el globulémero (es
decir, 5F7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F11, 3B10, 7C6, 7TES5 y 10C1).

Union de diferentes anticuerpos con una concentracion de entre 0,07 y
7.0 pg/m! en seccion transversal de neocorteza de ratones APP/LxPS1
transgénicos a los 11 meses de edad:

G) Los depositos de AR en parénquima (placas amiloides)
presentaron una coloracion significativamente menor y a menores
concentraciones con 6G1, 6E10 y 4G8 que con los anticuerpos selectivos
para el globuldmero (es decir, SF7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F11, 3B10, 7C6, 7E5
y 10C1).

Todos los depdsitos amiloides se habian verificado con antelacién con
una coloracién congofilica (Congo Red; véase la Fig. 8A).

La evaluacion de los depdsitos marrones de DAB demostré que los
anticuerpos no selectivos AR 6G1 y 8E10 colorearon las placas y los vasos
meningeos, mientras que los anticuerpos selectivos del globulomero AR(20-42)
5F7, 2F2, 6A2, 4D10, 10F11, 3B10, 7C6, 7E5 y 10C1 no lo hicieron. Los
anticuerpos disponibles comercialmente 6E10 y 4G8 presentaron una
coloracion mayer en comparacion con los anticuerpos selectivos para
globutdmero, pero menor coloracién que 6G1. Este descubrimiento confirma el
patrdn de coloracién en ratones transgénicos APP, donde no hay unién a la
fibrillas AB u otras especies de AS presentes en las estructuras amiioides in
vivo, 0 donde dicha unién es marcadamente menor para !os anticuerpos

selectivos para el globuldbmerc. Se supone que esta unidn reducida a los
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péptidos amiloides humanos reduce el peligro de efectos colaterales inducidos
por la disolucion muy rdpida de las placas y el subsiguiente incremento de A3
soluble o la neurcinflamacion debida a la interaccion de los anticuerpos unidos
a placa con la microglia.

Ejemplo 10: Titulacién de anticuerpo anti-AB y perfil de sensibilidad de la

transferencia puntual en plasma de ratones TG2576 aproximadamente un

aiio después de la inmunizacion activa

Aproximadamente un afo después de la daltima inmunizacién (con
globulomero AB(20-42), globuldmerc AB(12-42), mondmero AR(1-42) vy
vehiculo) en ratones Tg 2576 (del ejemplo 9), se evaluaron los anticuerpos anti-
A producidos y aun presentes en muestras de plasma. Para este objetivo, se
realizaron diluciones en serie de las distintas formas de AB(1-42) en el rango de
concentracién entre 100 pmol/pl y 0,01 pmol/ul en PBS + 0,2 mg/ml de BSA.
De cada muestra, se aplicé 1 ul sobre una membrana de nitroceluiosa. La
deteccion se llevd a cabo con muestras de plasma de raton apropiadas (con
una dilucion de 1:400). La coloracion se ilevé a cabo con IgG anti-ratén
conjugada con fosfatasa alcalina, y con la adicién de! reactivo de coloracién
NBT/BCIP.

Referencias de AP para transferencia puntuai:

1. Globulémero AB(1-42)

La preparacion del globulémero AB{1-42) se describe en el ejemplo 1a.

2. MonOmero AB(1-42) pretratado con HFIP en Pluronic F68

Se disolvieron 3 mg de AB(1-42), (Bachem Inc.; N° de catatogo H-1368)

en 0,5 ml de HFIP (suspension de 6 mg/ml) en un tubo Eppendorff de 1,7 ml y
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se agitd (mezclador Eppendorff Thermo, 1400 rpm) durante 1,5 horas a 37°C
hasta obtener una solucion limpida. La muestra se sect en un concentrador
SpeedVac (1.5 horas) y se resuspendié en 13,2 pl de DMSO, se agitd durante
10 segundos, a lo que sigui6é una sonicacion (20 segundos) y una agitacién (por
ejemplo en mezclador Eppendorff Thermo, 1400 rpm) durante 10 minutos. Se
agregaron 6 ml de NaH;PO,4 20 mM; NaCl 140 mM; 0,1% de Pluronic FE8; pH
7.4, y se agitd durante 1 hora a temperatura ambiente. La muestra se
centrifugd durante 20 minutes a 3000 G. El sobrenadante se descarté, y el
precipitado se disolvié en 0,6 ml de NaH,PO4 20 mM; NaCl 140 mM; 1% de
Pluronic F68, pH 7,4. Se agregaron 3,4 ml de H;QO y se agité durante 1 hora a
temperatura ambiente, a lo que siguieron 20 minutos de centrifugacién a 3000
G. Se almacenaron ocho alicuotas del sobrenadante de 0,5 ml cada una a -
20°C para su uso posterior.

3. Globulémero AB(20-42)

La preparacion del globuldmero AB(20-42) se describe en el ejemplo 1c.

4. Globulémero AB(12-42)

La preparacion del globulémera AB(1-42) se describe en el ejemplo 1d.

5. Monomero AB(1-40), HFIP pretratado, 5 mM en DMSO

Se resuspendio 1 mg de AB(1-40), (Bachem Inc, N° de cat. H-1194) en
0,25 ml de HFIP (suspensiéon de 4 mg/ml) en un tubo Eppendorff. Se agito la
titutacion (por ejemplo en mezclador Eppendorff Thermo, 1400 rpm) durante 1,5
horas a 37°C para obtener una solucién limpida, y luego se secd en un
concentrador SpeedVac (durante 1,5 horas). La muestra se disolvié una vez

mas en 486 ul de DMSO (solucidon de 21,7 mg/ml = 5 mM), se agitd durante 10
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segundos, y luego se sonicé durante 20 segundos. Después de agitar (por
ejemplo, en un mezclador Eppendorff Thermo, 1400 rpm) durante 10 minutos,
la muestra se almacené a —20°C para su uso posterior.

6. Montmero AB(1-42), NH,OH al 0,1%

Se disolvio 1 mg de AB(1-42) (Bachem Inc., N° de cat. H-1368) en 0,5 ml
NH4OH al 0,1% en HyO (recién preparada) (= 2 mg/ml), e inmediatamente se
agitd durante 30 segundos a temperatura ambiente para obtener una solucién
limpida. La muestra se almacené a -20°C para su uso posterior,

7. Fibrillas AB(1-42)

Se disolvié 1 mg de AB(1-42) (Bachem Inc. Catalogo N° H-1368) en 500
pl de NH,CH acuoso al 0,1% (tubo Eppendorff), y la muestra se agité durante 1
minuto a temperatura ambiente. Se neutralizaron 100 pl de esta solucién recién
preparada de AB(1-42) con 300 pi de NaH PO, 20 mM; NaCl 140 mM, pH 7.4.
El pH se ajusté a pH 7,4 con HCI al 1%. La muestra se incubd durante 24 horas
a 37°C y se centrifugd (10 minutos a 10000 G). El sobrenadante se descarté y
el precipitado de fibrillas se suspendié nuevamente con 400 ul de NaH,PO,4 20
mM; NaCl 140 mM, pH 7,4, por vortexeado durante 1 minuto.

8. sAPPa

Proporcionado por Sigma (N° de catalogo S9564, 25 pg en NaH,PO4 20
mM; NaC! 140 mM; pH 7,4). El sAPPa se diluyé con NaHPO,4 20 mM, NaCl
140 mM, pH 7,4, 0,2 mg/ml de BSA a razén de 0,1 mg/mi (= 1 pmol/pl).
Materiales para transferencia puntual:

Referencias de AR:

LU
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Dilucion en serie de antigenos AB8 en NaH:POs 20 mM,
NaCl 140 mM, pH 7.4 + 0,2 mg/mi de BSA
1) 100 pmol/pl
2) 10 pmol/
3) 1 pmol/pl
4) 0,1 pmol/pl
5) 0,01 pmol/pl
Nitrocelulosa:
Medio de Transferencia Trans-Blot, Membrana de
Nitrocelulosa Pura (0,45 pm); BIO-RAD
Anti-AP de raton:
AQ330A (Chemicon)
Reactivo de deteccion:
Tabletas NBT/BCIP (Roche)
Seroalbumina Bovina, (BSA):
A-7888 (Fa. SIGMA)
Reactivo de bloqueo:
Leche descremada al 5% en TBS
Soluciones amortiguadoras:
T8S
25 mM de Tris/HC! - solucion amortiguadora pH 7.5
+ NaCl 150 mM
TTBS

25 mM de Tris/HCI - solucién amortiguadora pH 7,5

Adl
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+ NaCl 150 mM
+0,05% de Tween 20
PBS + 0,2 mg/ml de BSA
Amortiguador de NaH;PO4 20 mM, pH 7,4
+ NaCl 140 mM
+ 0,2 mg/ml de BSA
Solucién de anticuerpo I:
Plasma de ratones TG2576 sometidos a una inmunizacion
activa, diluido 1/400 en 20 mi de leche descremada al 1% en
TBS
Solucion de anticuerpo |1
Dilucién 1:5000
Anti-AP de raton en leche descremada al 1% en TBS
- Procedimiento para transferencia puntual:
1) Se transfiere 1 yl de cada uno de las distintas referencias de AR
(en sus 5 diluciones en serie) a la membrana de nitrocelulosa, con una
distancia de aproximadamente 1 ¢m una de la otra.
2) Las transferencias de las referencias de Af se dejan secar sobre
la membrana de nitrocelulosa al aire durante al menos 10 minutos a TA
(temperatura ambiente) (= transferencia puntual)
3) Bloqueo:
La transferencia puntual se incuba con 30 ml de leche descremada al!
5% en TBS durante 1,5 horas a temperatura ambiente.

4) Lavado:

JUF
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Se descarta la solucién de blogqueoc y se incuba la transferencia puntual
con 20 ml de TTBS con agitacion durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

5) Solucidén de anticuerpo I

Se descarta el amortiguador de lavado y se incuba la transferencia
puntual con solucién de anticuerpo | durante una noche a temperatura
ambiente

6) Lavado:

Se descarta la solucion de anticuerpo | y se incuba la transferencia
puntual con 20 ml de TTBS con agitacidon durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se descarta la solucién de lavado y se incuba la
transferencia puntual con 20 ml de TTBS con agitacion durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se descarta la solucién de lavado y se
incuba la transferencia puntua! con 20 m! de TTBS con agitacion durante
10 minutos a temperatura ambiente.

7) Soluciéon de anticuerpo Il

Se descarta el amortiguador de Iavado' y se incuba la transferencia
puntual con solucion de anticuerpo |l durante 1 hora a temperatura
ambiente.

8) Lavado:

Se descarta la solucién de anticuerpo li y se incuba la transferencia
puntual con 20 ml de TTBS con agitacién durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se descarta la solucién de lavado y se incuba la

transferencia puntual con 20 ml de TTBS con agitacidn durante 10
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minutos a temperatura ambiente. Se descarta la solucién de lavado y se

incuba la transferencia puntual con 20 m! de TTBS con agitacion durante

10 minutos a temperatura ambiente.

9) Revelado:

Se descarta la solucion de lavado. Se disuelve 1 tableta de NBT/BCIP en

20 ml de H;0, y la transferencia puntual se incuba durante 5 minutos con

esta solucion. E! revelado se detiene con un lavado intenso con H20.

Los resultados se ilustran en la Figura 9.

Se probaron sueros de diferentes grupos de inmunizacién: a)
globuldmeros AB(20-42); b) globulomeros ABR(12-42); ¢) monémero AR(1-42),
NHsOH al 0,1%; d) vehiculo control contra distintas formas de AR en una
transferencia puntual para perfiles de anticuerpo diferentes.

1. Globuldmero AR(1-42)

. Monémero AR(1-42), pretratado con HFIP, en 0,1% de Pluronic F68
. Globulémero AR(20-42)
. Globulémero AB(12-42)

2
3
4
5. Mondémero AB(1-40), pretratado con HFIP, 5 mM en DMSO
6. Monémero AB(1-42), disuelto en NH4;OH al 0,1%
7. Preparacion fibrilar AB(1-42)
8. sAPPa (Sigma); (primera transferencia: 1 pmoi)

En contraste con las inmunizaciones activas con vehicule como control o
monémero AR(1-42), la inmunizacion con globulomero AB(20-42) o
globuldmero AB(12-42), aun después de aproximadamente un afio de la ultima

inmunizacion, presenta una mayor titulacién de anticuerpos. Estos anticuerpos
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son selectivos para el globuidmero AR(20-42) en el caso de la inmunizacion con
el globulémero AR(20-42), o son selectivos para el globuldmero AB(20-42) y
para el globulébmero AB(12-42) en el caso de la inmunizacion con el
globulémero AB(12-42). Esto demuestra que el globulémero truncado AB(20-
42) y el globulémero AB(12-42) representan un muy buen antigeno, y que los
anticuerpos dirigidos contra ellos persisten largo tiempo in vivo (vale destacar
que en algunas transferencias puntuales se observa una sefial de coloracion
inespecifica que muy probablemente es una reaccion de los anticuerpos
murinos con la BSA que se usa en las diluciones en serie de los péptidos ARB).

Ejemplo 11: Niveles de epitopes de globulémero AB(20-42) en cerebros de

pacientes con la enfermedad de Aizheimer

Extracto de cerebro SDS-DTT:

Muestras de cerebro con enfermedad de Alzheimer: RZ 16; RZ 52 y RZ
55 (obtenidas en Brain Net, Munich)

Muestra control: RZ 92 (obtenida en Brain Net, Munich)

Se disuelve una tableta de Inhibidor de Proteasa Completo (Roche, N°
de cat. 1697 498) en 1 ml de H,O (= soluciéon de inhibidor de proteasa). Se
homogenizan 100 mg de muestra de cerebro con enfermedad de Alzheimer en
2,5 mli de NaH;PO, NaCl 140 mM, 0,05% de Tween 20, 0,5% de BSA
(suplementada con 25 ul de solucién de inhibidor de proteasa) con 20 golpes
en un mortero de vidrio. Se sonica la suspensién durante 30 segundos en hielo,
luego se incuba a 37°C durante 16 horas. Se centrifuga la suspensién a
100000 G y 8°C durante una hora, luego se recolecta el sobrenadante. Se

disuelve el residuo en NaHPO, 5 mM, NaCl 35 mM, pH 7,4, y se homogeniza
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con 10 golpes en un mortero de vidrio. Se agregan 75 pl de SDS al 10% y 125
ul de 0,16 mg/ml de DTT, y se agita durante 20 minutos a temperatura
ambiente. La muestra se centrifuga durante 10 minutos a 10000 G, y el
sobrenadante se almacena durante una noche a -20°C. Antes de usarlo, el
sobrenadante se descongela y se centrifuga otros 10 minutos a 10000 G. El
sobrenadante (= extracto de cerebro SDS/DTT) se usa para un ELISA.
a) EL!SA sandwich para el epitope de globulomero AR(20-42)
Lista de reactivos:
1. Inmuno-Placa F96 Cert. Maxisorp NUNC (N° de cat. 439454)
2. Anticuerpo de unién: 5F7, 7C8, 10F11
3. Agente de acoplamiento:
carbonato acido de sodio 100 mM, pH 9,6
4. Reactivo de bloqueo para ELISA (Roche Diagnostics GmbH N° de
cat. 1112589)
5. Solucién amortiguadora PBST:
NaH;PO,4 20 mM, NaCl 140 mM, 0,05% de Tween 20, pH 7,4
6. Referencia de calibracion de AB(20-42)
7. Anticuerpo primario:
anti-Af pRAb BA199; purificado por afinidad (en sefargosa con
globuldmero AB(1-42)), solucién de 1gG en PBS, concentracidn: 0,22 mg/mi
8. Anticuerpo secundario:
anti-conejo conjugado con POD, (Jackson ImmunoResearch, N°® de cat.
111-036-045)

9. Revelado:

246



190

- TMB; (Roche Diagnostics GmbH N° de cat. 92817060), 42 mM en
DMSO
- H20; al 3% en H,O
- acetato de sodio 100 mM, pH 4,9
- Solucién de terminacion: 4cido sulfarico 2 M
Preparacion de reactivo:
1. Anticuerpo de unioén;

Los anticuerpos de unién individuales 5F7, 7C6 y 10F11 se
diluyen hasta una concentracién final de 0,7 pg/mi en amortiguador de
acoplamiento.

2. Reactivo de bloqueo:

Para la preparacion de la solucion madre de bloqueo, se disuelve
el reactivo de bloqueo en 100 mi de H,O y se lo almacena a -20°C en
alicuotas de 10 ml cada una.

Se diluyen 3 mi de 'a solucién madre de bloqueo con 27 ml de
H>O para bloquear una placa de ELISA.

3. Referencia de calibracién de A3(20-42) (CS1)
La preparacion del globulémero AB(1-42) se describe en el ejemplo 1a.
Se determiné la concentracién de proteinas de globulémero AB(20-42)
(6,81 mg/ml) de acuerdo con Bradford (BioRad). Se diluyen 14,68 ul de
globulomero ABR(20-42) (6,81 mg/ml) en 10 ml de NaH;PQ,4 20 mM, NaCl 140
mM, 0,05% de Tween 20, pH 7.4, 0,5% de BSA (= 10 pg/ml). Se diluyen

adicicnalmente 10 pl de la solucién, a razén de 10 ug/mi, en 10 ml de NaH;PQ4

auT
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20 mM, NaCl 140 mM, 0,05% de Tween 20, pH 7,4, 0,5% de BSA (= 10 ng/ml =

CS1)
Referencias de calibracién para AB(20-42):

Referencia | Volumen de | PBST + 0,5% de | Concentracién final
de referencia de | BSA AB(20-42)
calibracién | calibracién (pg/ml)
CS1.1 1 ml de CS1 0mi 10000
CS1.2 0,316 mide CS1,1 | 0,684 m! 3160
CS1.3 0,316 mide CS1,2 | 0,684 m! 1000
CS14 0,316 ml de CS1,3 | 0,684 m! 316
CS81.5 0,316 ml de CS1,4 | 0,684 ml 100
CS1.6 0,316 ml de CS1,5 | 0,684 ml 31,6
CSs1.7 0,316 mi de CS1,6 | 0,684 mi 10
Cs1.8 0.0 1.0ml 0,0

Extractos de cerebro SDS/DTT:

Extractos de cerebro SDS/DTT = E#

(# representa las 4 muestras de cerebro humano (1) RZ 16; (2)

RZ 52; (3) RZ 55; (4) RZ 92)

muestra de } volumen de muestra de | PBST + | factor de
extraccion extraccion 0,5% de BSA | dilucion
E#.1 1 mlde E# 0,0 ml directo
E#.2 0,316 ml de E#,1 0,684 ml 1:3,16
E#.3 0,316 mide E#,1 0,684 ml 1:10

E#4 0,316 mi de E#,1 0,684 ml 1:31,6
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4, Anticuerpo primario;

Se diluye la solucién madre de anti-AR pRAb a 0,05 pg/ml en
PBST + 05% de BSA La solucidn de anticuerpo se usa
inmediatamente.

5. Anticuerpo secundario:

Se disuelve anti-conejo conjugado con PQOD liofitizado en 0,5 ml
de H2O y se mezcla con 500 pi de glicerol. Después, el concentrado de
anticuerpo se almacena a -20°C en alicuotas de 100 pl.

E! concentrado se somete a una diucién de 1:10000 en
amortiguader de PBST. La solucion de anticuerpo se usa
inmediatamente.

6. Solucion de TMB:

Se mezclan 20 ml de acetato de sodio 100 mM, pH 4,9, con 200
Ul de solucion de TMB y 29,5 pl de perdxido de hidrégeno al 3%. Esta
solucion se usa inmediatamente.

Placa de ELISA para AB(20-42):

Los referencitas de calibracion (CS1.1-CS1.8) y los extractos de
cerebro SDS/DTT de las 4 muestras humanas (1) RZ 16; (2) RZ 52; (3) RZ
55, (4) RZ 92 (= E1-E4 en sus 4 diluciones en serie E#.1-E#.4) se

determinan por duplicado:

1 2 3 l4 5 6 7 8 9 10 |11 12

A CS81. {CS1. |[E1.11E1.1|E3.1 1E3.1

B CS1. |CS1. |E1.2]E1.2}E3.2 |E3.2
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1 2 13 |4 5 16 {7 18 (9 110 {11 |12
C {cs1.]cst. |{E1.3|E1.3|E3.3|E3.3
3 3
D |CS1.{CS1. |E14|E1.4|E3.4|E3.4
4 |4
E {CS1.|CS1.|E2.1|E2.1|E4.1|E4.1
5 5
F |cs1.{cs1. |E22|E2.2|E4.2|E4.2
6 16
G |CS1.}CS1. (E2.3|E2.3|E4.3(E4.3
7 7
H |CS1 (CS1.)E2.4|E2.4 |E4.4(E44
8 8 |

Este ELISA se lleva a cabo con cada uno de los anticuerpos

monoclonales de union 5F7, 7C6, 10F11.

Procedimiento

1. Se agregan 100 pl de soluciéon de mAb por cavidad.
Se incuba la placa de ELISA durante una noche a +6°C
(heladera).

2. Se decanta la solucién de anticuerpo y se lavan las
cavidades tres veces, cada una con 250 pl de amortiguador de
PBST.

3 Se agregan 250 ul/cavidad de solucién de blogueo.

Se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente.
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4 Se decanta la solucion de bloqueo y se lavan las
cavidades tres veces, cada vez con 250 pl de amortiguador de
PBST.

5. Se agregan 100 pl/cavidad de cada referencia de
calibracion y los extractos de cerebro SDS/DTT. Se Incuba la
placa durante 2 horas a temperatura ambiente, luego durante una
noche a 6°C.

6. Se decantan las referencias de calibracién y las
soluciones de extractos de cerebro SDS/DTT, y se lavan las
cavidades tres veces, cada una con 250 pl de amortiguador de
PBST.

7. Se agregan 200 pl/cavidad de solucién de anticuerpo
primario y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.

8. Se decanta la solucidn de anticuerpo primario y se
lavan las cavidades tres veces, cada una con 250 ul de
amortiguador de PBST.

9. Se agregan 200 pl/cavidad de solucion de anticuerpo
secundario y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.

10. Se decanta la scolucién de anticuerpo secundario y
se lavan las cavidades tres veces, cada una con 250 pl de
amortiguador de PBST.

11.  Se agregan 100 ul/cavidad de solucién de TMB.

12. Se monitorea el color de la placa durante el revelado

(entre 5 y 15 minutos a temperatura ambiente) y se termina la

25/
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reaccion agregando 50 plfcavidad de solucidn de terminacion
cuando se ha revelado el color apropiado.

13.  Semidela D.O. a 450 nm.

14.  Se calculan los resultados usando la calibracion.

15.  Evaluacién: Si las D.O. de las muestras estan mas
alla del rango de calibracion lineal, se las diluye nuevamente y se
repite.

Los resuitados se ilustran en la Figura 10.

Niveles cerebrales de epitopes de globulomeros AB(20-42) en extractos
de cerebro de pacientes con EA y sujetos controles

Se usé un ELISA sandwich para investigar el contenido de epitope de
globulémero AB(20-42) truncado en extractos de cerebro. Se usaron ELISA con
anticuerpos respectivos contra el globulémero Af(20-42) para la calibracion.

La extraccion de tejido cerebral con la enfermedad de Alzheimer
demuestra que el contenido de epitope de globuldémero AB(20-42) se halla
significativamente elevado comparado con un paciente control. Esto demuestra
que efectivamente el epitope del globuldmero AB(20-42) es una especie de AB
de importancia en el cerebro con enfermedad de Alzheimer humana, y que no
solamente es relevante para animales modelo con la enfermedad de Alzheimer.
Por consiguiente, los anticuerpos dirigidos contra el epitope del globulémero
AB(20-42) son altamente deseables para el tratamiento de la enfe.rmedad de
Alzheimer.

Ejemplo 12: Revelado del anti-globulémero AB(20-42) en lineas celulares

de hibridomas

A5 L
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Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse usando una amplia
variedad de procedimientos conocidos en la técnica, que incluyen el uso de
tecnologias de hibridoma, recombinantes y de presentacion en fagos, o una
combinacién de éstas. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos
monoclonales usando procedimientos de hibridomas que incluyen aquelios
conocidos en la técnica y aquelios que se encuentran, por ejemplo, en Harlow
et ai., Antibodies: A Laboratery Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
2? edicién, 1988); Hammerling, et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas 563-681 (Eisevier, N.Y., 1981) (dichas referencias se incorporan
en la presente documentacion a modo de referencia en su totalidad). El término
"anticuerpo monoclonal”, como se lo usa en la presente documentacién, no se
limita a los anticuerpos producidos con tecnologia de hibridomas. El término
"anticuerpo monoclonal" hace referencia a un anticuerpo que deriva de un clon
individual, que incluye cualquier clon eucariota, procariota o de fago, y no el
método con el que se lo produce.

El protocolo particular que se usa para producir los anticuerpos que se
describen en la presente documentacion es como se indica a continuacion:

Inmunizacién de ratones: se inmunizaron ratones Balb/c y A/J (entre 6 y
8 semanas de edad) por via subcutdnea con 50 pg de antigeno en CFA. Los
animales se estimularon cada tres semanas con 50 pg de antigeno en
immuneasy™ (Qiagen) con un total de tres estimulos. Cuatro dias antes de la
fusion, los ratones se estimularon con 10 pug de antigeno en forma intravenosa.

Fusidn celular y analisis de hibridomas: se fusionaron células de bazo de

los animales inmunizados con células de mieloma SP2/0-Ag14 con una

F52



197

relacién de 5:1 usando técnicas convencionales, Entre siete y diez dias
después de la fusién, cuando se observaron colonias macroscopicas, se
evaluaron los SN con un ELISA para anticuerpos contra el globulomero AB(20-
42). Las celulas de las cavidades positivas en el ELISA se escalaron y se
clonaron con una dilucién limitante.

Determinacién del isotipo de anticuerpo: el isotipo del anticuerpo
monoclonal anti-globulomero AB(20-42) se determiné usando el conjunto de
elementos para isotipificacion Zymed EIA.

Escalado y purificacion de anticuerpos monoclonales: Se expandieron
los hibridomas en medio con 5% de suero fetal bovino con baja IgG (Hyclone).
El sobrenadante se coseché y se concentrd. El mAb se purificd usando
cromatografia en Proteina A y se dializé en PBS.

Titulaciones de suero: se inmunizaron diez ratones con el globulémero
AB(20-42). Todos los ratones se seroconvirtieron con titulos de ELISA (1/2 de
DO Max a 450 nm) de entre 1:5000 y 1:10000.

DESIGNACIONES DE HIBRIDOMAS QUE PRODUCEN
ANTICUERPOS MONOCLONALES

Designaciones internas de Abbott Laboratories que se usan para los
registros.

Lineas Celuiares Registradas:

1) ML13-7C6.1D4.4A9.5G8 (también denominada en la

presente documentacion "7C6")

25Y



198

2) ML15-5F7.5B10 (también denominada en |a

documentacion “SF7%)

3) ML15-10F11.3D9 (también denominada en la

documentacion “10F11%)

4) ML15-4B7.3A6 (también denominada

documentacién "4B7")

5)  ML15-2F2.3E12 (también
documentacién “2F2")

6) ML15-6A2.4B10 (también
documentacion “6A2")

7)  ML13-4D10.3F3 (también
documentacién “4D107)

8) ML15-7E5.5E12 (también

documentacién “7ES”)

denominada

denominada

denominada

denominada

en

en

en

en

en

presente

presente

presente

presente

presente

presente

presente

9} ML15-10C1.5C6.3H4 (también denominada en la presente

documentacién “10C1")

“3B107)

10) ML15-3B10.2D5.3F1 (también denominada en la presente documentacién

AES5
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LISTARO DE SECUENCIAS

<110> Abbott GmbH & Co.KG
Abbott Laboratories

<120> ANTICUERPOS ANTI-GLOBULOMERO AR, PORCIONES DS UNION A ANTEGENC DE
ESTOS, HIBRIDOMAS CORRESPONDIENTES, ACIDOS NUCLEICOS, VECTORES, CELULAS
HUESPED, METODOS PARA PRODUCIR DICHOS ANTICUERPGS, COMPOSICIONES QUE
COMPRENDEN DICHOS ANTICUERPOS, USGS DE DICHOS ANTICUERPOS, Y METODOS PARA
USAR DICHOS ANTICUERPOS

<130> M/46385

<150> U8 60/740,866
<151> 2005-11-28

<150> US 6¢/7%9,171
<1si> 2006-0131-03

<150 US 60/787,361
<151> 2006-03-390

«<150= US 60/842,400
<151> 2¢06-09-05

<160~ 42

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1
<211> 360
<212> ADN

«213> Artificial

<220
<223> VY ML1S-5F7



<400> 1

caggtccagce

tcergcaagy

cctgyacayg

aatgagatgt

atgcagetca

tcagctecggg

<210> 2

<21i> 339

<212> ADN

«213>

<220>
<223>

<400> 2
gatgrtttga

atctcttaca

tacctgcaga

tectggggtec

agcagagtygg

cccacgtreg

tgaagcagtc
cttectggecta
gcctrgagtg
tcaaggacaa
gcagceckeac

cggcctggtt

Artificial

VL, ML1S-5F7

tgacccaaac

gatctagtca

aaccaggcca

cagacaggtt

agactgagga

gagyggggac

tggagctgag

cacctrcact

gattggaatg

ggccacattig

atctgaggac

tgcttactgy

tccactebec

gagcgttgra

gtctecaaag

cagtggeagt

tcbtggygagtt

caagctggaa

200

ctggtgaggc

accttetata

attggtcecrg

actgtagaca

tectgeggtct

ggccaaggga

crtgcetgtea

cagagtaatg

ctectgatet

ggatcaggga

tattactget

ataaaacyg

ctgggacttc

tacactggygt

gaagtggraa

catcectceag

atttctgtgc

ctertggtcac

gtctbtggaga

gaaacaccta

acaaagtttc

cagatttcac

ttcaaggttc

Agtgaagatg
gaagcagagg
tacttactac
cacagcctac
aagagcaaag

tgtctetgea

rcaagectee
tttagaatgy
caaccgatct
actcaagatc

acatgttcct

60

120

180

240

300

360

60

126

180

240

3co

339

5 F



<210>

«211>

«212>

<213>

<220

<223>

<400>

Gln

[

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Ala

Val

val

Ile

Met

SC

AsD

Gln

Arg

3
1

20

PRT

Arrificial

VH ML.i5-5F7

[T

Lys

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu

Met

26

Trp

Gly

Ala

Ser

Lys
100

Lys

Ser

Pro

Thr 1

Ser
85

Ser

Gln

Cys

Gly

Leu

Ala

Ser Gly

Lys Ala

Gin Arg
40

Ser Gly
55

Thr Val

Thr Se

~

Arg Ala !

Ser

25

Bro

&sn

Asp

Glu

105

201

Glu

10

Gly

Gly

Thy

Thxy

Asp

990

Trp

Leu

Tyr

Gin

TyY

Sex

78

Ser

Phe

Val

Thx

Gly

TYI

60

Ser

Ala

Ala

Arg

Phe

Asn

Ser

Val

Pro

Thr

a0

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Trp

Met

Ala

Phe

95

Gly

Thr

Phe

Ile

Phe

Tyzr

80

Cys

Gln

A5 2



Gly Thr

<210>
<211>
<21é>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Vval

1

Asp Gln

Asn Gly

Pro Lys

50

Asp Arg
65

Ser Arg

Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120
4
113
PRT
Artificial

VL ML15-5F7

Leu Met Thr Gln Thr Pro

Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20

Asn Thr Tyr Leu Glu Tro

Leu Leu Ile Tyr Lys Val
55

Phe Ser Gly Ser Gly Ser
70

val Glu Ala Glu Asp Leu
85

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

202

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

val
90

=
"
e

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Val

val

Pro

45

Ser

Thr 1

Cys

Ser

Val

30

Gly

Gly

Phe

Leu

15

Gln

Gln

vVal

Lys

Gln
95

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

8o

Gly

259



Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly

Arg

<210> 5
211> 360
<212> ADN
<213>
<220>
223>
<400> 5
caggrccayc
tcctgcaagg

ccrgageagy

datgagaagt

atggagcrca

gctacctgag

¢<219> 6

135
ALN

<211i>
<212>
<213>

100

Artificial

VH ML15-10F11

tgcagcagee

cttctggata

geettgagtg

tcaaaggcaa

gcagccLgac

acgggtactt

Artificial

tggaccigag

cacattcact

gattggatatl

ggccacacty

ctctgaggac

cgatgtciyy

203

3ly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

105

ctggtaaagce

agcratgtta

atttatcect

acttcagaca

tctacagrct

ggcacaggga

110

ctggagette

tgcactgggt

acaatgatgg

aatcctecay

attactgrac

ccacggrcac

agtgaagatg

gaagcagagg

ractaagtac

cacagtatat

agtagagggt

cgtetceerca

60

120

180

240

300

360

A0



<220>
<223>
<400> &
gatgttgtga
atctcttgea
trarttacaga
tctggagtce
agcagagtgg
cacacgttcg
<210 7
<211 120
<212> PRT
<213>
<220>
«223>
<400 7

VL ML15-10Ft1

tgacccagac

agtcaagtca

gaccaggcca

ctgacaggrc

aggcrgagga

gagggggaac

Artificial

VH ML15-10F11

tccactcact

gagceictta

gtctecaaag

cactggcagt

tttgggagtt

caagctggaa

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly

5

Ser val Lya Met Ser Cys Lys Ala

Val Met His Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu

3s

20

40Q

204

ttgtecggttea

tatagtaaag

cgectaatce

ggatcayggaa

tattactgeg

ataaaacgg

Pro Glu Len val Lys

10

Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

25

ccattggaca

gaaaaaccta

atctggtgtc

cagattttac

tgcaaggrac

30

45

Glu

atcagectet

tttgaattgg

taaactggac

actgaaaatc

acattttcct

Pro Gly Ala

is

Ser Tyr

Trp Ile

60

120

180

240

300

335

2¢!



Gly

Met

Thx

Gly

Tyr

50

Gly

Glu

Val

Thr

<210>

<«211>

<212>

<213>

<220
<223>

<4Q0>

Ile

Lys

Glu

Thy

118

113
ERT

Ala

Ser

Gly

100

val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Thr

Artificial

VL ML15-10F11

Asp Yal val Mec

1

Gln Ser Ala Ser

Tyr

Leu

70

Leu

Val

Asn Asp

55

Thr Ser

Thr Ser

Trp Asp

Ser Ser

120

Gly

Asp

Glu

Gly
105

205

Lys

Asp
90

Tyr

Lys

Ser

75

Ser

Phe

Tyr

€60

Ser

Thr

Asp

Agn

Ser

Val

val

Glu

Thx

Tyr

Trp
110

Lys

val

Tyr

Phe

Tyr
840

Thr

Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly

2

1qQ

15

Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Tyr Ser

263



206

20 25 30

Lys Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gin Arg Pro Giy Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Ary Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Vval Pro

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Val Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro His Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Tle Lys
100 105 110

Arg

<210 9
«211i> 354
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
€223 VH ML13-7Cs¢

<400> 9

gaagtgaage tggtggagtce tgggggagge ttagtgaage crggagggtc cctgaaacte 60




tcetgtgeag

ccagcgaaga

gacagtgtga

caaatgagca

aactcectaty

<210> 10

<211> 339

212> ADN

<213>

2220>
<223>

<400> 10

gatgtttlgg

atctectigee

tacctgcaga

tctgggatec

agcagagtygg

tacacghktcy

<210> 11
<21i> 118
<212» PRT

cctetggatt

ggctagagtg

agggccgatt

gtetgaggtc

ctatggacta

Artificial

VL ML13-7Cé

tgacccaatc

gatctactca

aaccaggcca

cagacaggtt

aggetgagga

gagggggyac

cacritcage

ggregegtcec

caceatetec

tgaggacacg

ctggggticas

tcecacteoes

gaccaerLgta

atctcaaaag

cagcggcagt

tctgggagtt

caagatgyaa

207

agctatgeca

attcataata

agagataatg

gccatatatc

ggaaccteag

ctgeckgtea

catcgtaatg

tccatgatct

ggatcaggga

tactactgcect

ataaaacgy

tgtettgggyr

gaggtactat

tcaggaacac

actgtacaag

tcacegtete

ggcttggaga

gagacaccta

acaaagtttce

cagatttcac

ttcaaggttc

Lcgecagact

cttctatcta

cctygtacctg

aggccggagt

cteg

tcaagcctcec

tttagaatgg

caaccgattl

actcaagatc

acatgttecyg

129

180

240

300

354

60

120

180

240

3¢0

338

26y



«213>

<220>

<223>

<400>

Artificial

VA ML13-7Cé6

11

Giu val Lys

1

Ala

Ala

Gly

65

Gln

Arg

Ser

Leu

Met

Ser

Arg

Met

Cly

Val

Lys

Ser T

15

Tie

Phe

Ser

Arg

Leu

Leu

20

His

Thr

Ser

L
i)
a1

™
Q
<

Val

val

Ser

val

Asn

Leu

Asn

Ser

Glu

Cys

Arg

Arg

Ser

70

Arg

Ser

Ser

Ser Gly

Ala Ala

Gln Tnr

%0

Gly Thr
55

Ser Glu

Tyr Ala

208

Gly Gly
10

Ser Gly
25

Pro Ala

Ile Phe

Asn Val

Asp Thr

90

Met AsD
105

Leu

Phe

Lys

Tyt

Arg

75

Ala

Tyr

val

Thr

Arg

Leu

€0

Asn

Ile T

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Thx

aly

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Gln
110

Gly

15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

25

Gly

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Thr

Thr

245



<210>

<«211l>

«<212>

<213>

<220

«223>»

<400>

i2
113
PRT

Artificial

VL ML13-7C&

12

Asp Val Leu

1

Rsp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Ser

Gln

Lys

Arg

Arg

His

Ala

Asp

a5

Ser

Phe

Val

Val

Val

Ser

20

Leu

Ser

Glu

Thr

Ile

Ile

Gly

Ala
85

Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyxr

Ser

70

Thr

Ser

Glu

Lys

55

Gly

Phe

Pro

]
< g
o]

Val

Ser

Leu G

Gly

Leu

Ty

Ser

Gly

209

Ser

10

Thr

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Thr

Lys

Fhe

60

Phe

Tyr

Lys

vVal

Leu

Pro

15

Ser

Thr

Cys

Leu

Arg

val ¢

30

Gly

Leu

Phe

Glu

Leu

i5

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

2£6

i



100
Arg
<2i0> 13
<21ll> 354
<212> ADN
<213> Artificial
220>
<223> VH ML15-487
<400> 13
gaggtgaagc tggtggagtc
tectatgcag ccehctggatt
ccaggggagy ggctggagrg
gcagacacag tgaagggecg
ctgcaaatga gcagtctgag
cracggcetac actttgacta
<210> 14
<21l> 342
«212> ADN
<213> Artificial
<220>
<«223> VL ML15-487

tggggguygc

cactttcagt

ggttgcatac

attcaccate

gtctyaagac

ctgggaccaa

210

105

ttagtgcage

gactacgaaa

attagtagltg

tccagagaca

acggccatgt

ggcaccattc

116

ctggagactc

tggtgrgggt

gcagtcgtac

atcccaagaa

attactgtge

tcacagtctc

ccggaaacte

tcgacaggcet

catccactat

caccctgtte

aaggacatta

ctca

6G

120

18¢

240

300

154

267



<400> 14

gacattgtga

atgagctgca

tggtaccagc

gaatctyggy

atcagecagtyg

ccgtyggacgt

<210> 15

118
ERT

<211x>
<212>
<213> Arti
<220>
«223> VH M

<400> 16

Glu Val Lys

[

Ser arg Lys

Glu Met val

35

Ala Tyr Ile

tgtcacagtc

ggtccagtca

agaaaccaqgg

tccctgatceg

tgaaggctga

tcggtggagy

ficial

L15-4B7

Leu

Trp Val Arg

Ser

Val Glu

Ser Cys

Ser Gly

tccatceteo

gagecttote

gcagtotecr

cttcacaggac

agacctggea

caccaagcty

Ala

Gin
10

Ser

211

ctagectygtgt

tataggagca

aaactgctga

agtggatctyg

gtrtattact

Qaaatcaaac

Gly CGiy Gly Leu Val

10

Ala Ser Gly Phe Thr

25

Rla Pro Gly Glu Gly

Arg Thr Ile His Tyr

cagttggaga

atcaaaagaa

tttactggac

ggacagattt

gtcagcaata

g9

Phe
39

Leu

45

Ala

Ser

Asp

gaaggattact

cttctitggeo

atccactagg

cagtctecace

rtatagctat

Gly Gly
15

Asp Tyrx

: Trp Val

Thr Val

60

120

1890

24GC

300

342

268



212

50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ilie Ser Arg Rep asn Pro Lys Asn Thr Leu Phe
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Giu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 g5

Ala Arg Thr Leu Leu Arg Leu His Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 145 110

Ile Leu Thr val Ser Ser

115
<210> 16
<«21l1l> 114
<212> PRT

<213 Artificial

<220>
<223> VL ML15-4B7

<4060> 16
Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly

1 S 10 15

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Phe Tyr Arg
20 25 ig

264



Ser

Ser

Prc

65

Ile

Tyr

Lys

Agn

Pro

5¢

Asp

Ser

Tyr

Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<Z220>

<223

<450

caggoecage tgaagcagtce tggagotgag ctggtgaggc ctgggacttc agtgaagatyg

tcotgraagg cttctggota caccttcact accttcotata tacactgggt gaagcagadg

Gln Lys Aen
35

Lys Leu Leu

Arg Phe Thr

Ser Val Lys
85

Ser Tyr Pro

17

360

ADN
Artificial

VH ML15-2F2

17

Phe

Ile

Gly

70

Ala

Trp

Lau

Tyt

Ser

Giu

Thr

Ala Trp T

49

Trp Als

Gly Ser

Asp Leu

Phe Gly
105

213

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Gln

AXg

&0

Asp

Tyr

Thr

Lys

Glu

Phe

Tyxr

Lys

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

11¢

Giy

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln

Yal

Thr

80

Gln

Ile

L7¢



cctygacagg gectbgagtg gattggaatg

aatgagatgt tcaaggacaa ggccacatio

atgragctca geagecteac atctgaggac

tcagcteggy cggectggit tgettactgg

<210> 18

<211> 338

<212> ADN

«213> Artificial
<220>

<223> VL ML15-2F2

<40G> 18
gatgttittga

atctettgea

tacctgcaga

.teceggggecc

agcagagtgg

cccacgteeg

<210= 19

«211> 12C
«212> PRT

<2135

<220>

tgacccaaac

gatctagtea

aaccaggcca

cagacaggtt

aggctgagga

gagdggggac

Artificial

tecagreese

gagcgtkgta

gtceccaaag

cagrggcagr

tctgggaget

caayctggaa

214

attggtccty

actgtagaca

tctgeggtet

ggccaaggga

ctgectgtca

cagagtaatg

ctcetgatcet

ggatcaggga

tattactgct

ataaaacgy

gaagtggtaa

catcctcocag

atttetgtge

ctctggtcac

gtcttggaga

gaaacaccta

acaaagrtkec

cagatrtIcac

ttcaaggttce

tacttactac

cacagcctac

aagagcaaag

tgtctctgcea

tcaagectac

tttagaatgg

caaccgattct

actcaagatce

acatgttect

180

240

300

360

60

120

189

240

300

339

27/



<223

<400

1%

VHE ML15-2F2

Gln Val Gln Leu Lys

1

Ser

Lys

65

Met

Ala

Gly

val

Ile

Met

50

Asp

Gln

Thx

«210>

His

Lys

Leu

Ala

Leu

115

20

Metr

20

Trp

Gly

Ala

Ser

Lys

100

val

5

Ser

val

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Ser

Lys

Gln

a0
2
"

wn
m

Thr

Thr

Arg

Ser

Gly

Ala

Arg

a0

Gly

Val

Ala

Ala
120

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ala
105

215

Glu
10

Gly

Gly

Thr T

Thr

Asp
g0

Trp

Leu

Tyr

Gln

Ser

75

Ser

Phe

Val

Tnr

Gly

Tyt

60

Ser

Ala

Phe

Leu

45

ABn

Ser

Pro

Thr

0

Glu

Glu

Thr

TyT

Trp
11¢

Gly

i5

Thr

Trp

Met

Ala

Phe

95

Gly

Thr

Phe

Ile

Phe

Tyr

80

Gln

L7



«211> 112

<«212> PRT

<213> Arxcificial
<2205

«223> VL ML15-2F2
<400> 20

Asp Val Leu Met
i

Asp Gln Ala Ser
20

Asn Gly Asn Thr
38

Pro Lys Leu Leu
50

Asp Arg Phe Ser
65

Ser Arg Val Glu

Ser His Val Pro

100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

T0

Glu

Thr

Thr

Cys

Lys

5§

Gly

AsSp

Phe

Pro

Trp

40

val

Ser

Leu

Gly

Leu

g Ser

25

TYyr

Ser

Gly

Gly
105

216

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

val
gQ

Leu

Gln

Gin

Arg

Asp
75

Thr

Ser

Lys E

Phe

Tyr

Lys

Val

Val

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Val

30

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Leu

15

Gin

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

273




cgygccltggtt tgettactgg

Arg

<210 21

<211> 360

<212> ADN

<213> Arvificial
<220>

«223> VH ML15-6A2
<400> 21

caggtccage tgcagecagtc
tcetgeaagg cttetyggeta
¢otggacayy geettgageg
aatgagatglt tcCaaggacaa
argeagcetea gcagcectcac
teacatcggg

<21i0> 22

<2tls 339

<212> ADN

<«213> Artificial
<220>

«223> VL ML15-8AZ
<40C»> 22

tggagctgag

caccrLcact

gattggaatyg

ggccacattg

atctgaggac

217

ctggtygaggce

accttectata

atrggtcetg

actgtagaca

tergeggect

ggccaaggga

ctgagacttc

tacactgggt

gaagtyggtaa

catcctccag

atrceegtge

ctctggtcad

agtgaagatg

gaggcagagg

tacttactac

cacagcctac

aagagcaaag

tgtctctgca

gatgttttga tgacccaaac tccactcotoe ctgoctgtca gtertggaga tcaagcoccice

60

120

180

240

300

60

274




atctcttgea

gatctagtca

tacctgcaga aaccaggcca
tttggggtce cagacaggtt
agcagagtgy aggcigagga
ccecacgtitey gaggygggac
<210> 23

<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial
<220

<223> VE ML15-64A2

<400> 23

Gln val Gln Leu Gln Gln

1

Ser val

Tyr Ile
as

Gly Met
50

Lys Met Ser

His Trp Val

Ile Gly Pro

5

20

Gly

gagcgttgta

gtctccaaag

cagtggcagt

tctgggagte

caagclkggaa

40

Ser Gly Rhla

Ser CGly Asn

218

cagagtaatg
ctcgtgatct
agatcaggga
tattactgct

ataaaacgg

Glu Leu
10

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
25

Arg Gln Arg Pro Gly Gln

Thr Tyr

gaaacaccta

acaaagtttce

cagatttcac

ttcaaggtte

Val

Thr Phe Thr

30

tttagaatgg

caaccgattt

actcaagatc

acatgttcct

Arg Pro Gly Thr

15

Thr Phe

Gly Leu Glu Trp Ile

45

Tyr Asn Glu

60

Met Phe

120

180

240

300

3%



Lys Asp Lys Ala
65

Met Gln Leu Ser

Ala Arg Rla Lys
1¢0

Gly Thr Leu Val

115
<210> 24
<211> 112
<212> PRT

219

Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
70 75 ao

Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 )

Ser His Arg Ala Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
105 110

Thr Val Ser Ala
120

<213> Artificial

<220>

«223> VL ML15-6A2

<400> 24

Asp Val Leu Met
1

Asp Gln Ala Ser

Asn Gly Asn Thr
35

Thr Gln Thr Pr¢ Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly

S 10 15

Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Val Val 8in Ser
25 30

Tyr Leu Glu Txp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

40 45

27¢



Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val
S0 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser
65 70

Ser Arg Vail Glu Ala Glu Aap Leu
85

Ser His Val Pro Pr¢ Thr Phe Gly
100

Arg

<210> 25
<211> 336
<212> ADN

<213> Arcificial

<220>
<223> VH ML13-4D10

<400> 25

caggtgcage igaageagte aggacciage

acctgcacag tctetggtht ctcattaact

ccaggaaagg gtctggagtyg gctgggageg

gcagcttica tgtccagact gagcatcacce

Ser

Gly

(9]

ly

Gly
105

220

Asn

Thr

val
20

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Phe

Thr

Leu

Gly

Leu

Glu
110

ctaatacagce cctcacagag

agcrtatggltg Lacactgggt

atatggagag gtggaaggat

aaggacaact ccaagagcca

Val

Lys

Gln

95

Iie

cctgtecata

tcgecagtct

agaccataat

agttttetect

Pro

Ile
80

cly

Lys

60

120

i80

240

277



221

aaaatygaaca gtctgraagce tgatgacact gecatatact actgtgecag aaactccgat

gtctggggca cagggaccac ggtcaccgre tectca

<210> 26

<211> 339

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> VL ML13-4D10

<400> 26
gatgtcgtga

atctcttgea

ttgttacaga

tctggagtcc

agcagagtgg

tacacgttcga

<210= 27

<211> 1132
<212> PRT

<213>

<220>
<2235

<400 27

tgacccagac

agtcaagtca

ggccaggeca

ctgacagagte

aggetgagga

gaggggggac

Arcificial

VH ML13-4D10

tccactcact

gagccoterta

grctccaaag

cactggcagt

ttTgygagtt

caagctggaa

Ltgteggita

gatattgaty

cgcctaatce

ggatcaggga

tattattget

ataaaacyy

ccattagaca

gaaagacata

atctggtgtce

cagatttcac

ggcaaggtac

ac¢cagectee

tttgaattgy

taaactggac

actgaaaatcc

acattttcey

300

336

60

120

180

240

oo

338

£73



Gln Val
i

Ser Leu

Gly val

Gly Val

Gln Leu

[CA N

Ser Ile Thr
20

His Trp Val
15

Ile Trp Arg

Ser Arg Leu Ser Ile

65

Lys Met

Arg Asn

<210>
<2115
<212>
<213>

<220>
<223>

Asn Ser Leu
85

Ser Asp Val

28
113
PRT

Artvificial

VL ML121-4B1Q

Gin

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Gln

Trp

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Gly

Gly

Val

Ser

Arg

Asp

Asp

Thr

Ser

25

Pro

Asn

AsSp

Gly
105

222

Ser

10

Gly

Gly

ASp

Ser

Thr

90

Thr

.Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Thr

Ile

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Val

Gln

Leu

Leu

Ala

Gln

Tyr

Thr

Pro

Tnr

30

Glu

val

Val

1i¢

Serx

15

Trp

Phe

Bhe

Cys

35

Ser

Gln

TYT

Leu

Met

Phe

80

Ala

Seyr

A7



<400> 28
Asp Val vail

1

Gln Pro Ala

Asp Gly Lys
35

Pro Lys Arg
50

Asp Arg Phe

Ser Arqg Val

Thr Eis Phe

<210> 29
<211> 354

<212> ADN

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

100

Thx

Tyr

Ile

Gly

Mla

8s

Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyxy

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Agn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Ser

25

Ser

Gly

Glv

Gly
105

223

Ser

Leu

Thr

Val
S0

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

AdD

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Ehe

Tyr

Lys

val

Leu

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

39

Gly

Gly

Trp

Glu

110

H
—
m

[
L]

Asp

Gln

val

Lys

Gln

Ile

Ile

Serx

Pro

Ile
BO

Lys

23C



<213>

<220>
<223>

<400> 29

gaggtgaagc

tecetgtgeaa

ccaggggagyg

gcagacacag

ccgcaaatga

ctacggctac

<210=> 30

342
ADN

<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400> 1390
gacattgtga

argagctgca

tggtaccagc

gaatctggag

atcagcagtg

Arzificial

VH ML1S5-7ES

tggtggagtc

cckbetggasc

ggctggageg

tgaagggccg

gcagtctgag

actttgacta

Artificial

VL ML15-7E5

tgtcacagtc

ggtccagtca

agasaccagq

tcectgatey

tgaaggctga

tgggggaggce

cactrttcage

ggttacatac

gttcaccatc

grcetgaggac

ctggggccaa

tccaktgctce

gagcetttee

gcagtcTect

cttecacagge

agaccktggcea

224

ttagtycagc

gactacgaaa

attagtagtg

tccagagaca

acggeccatot

ggcacecattc

ctagctgegt

tataggagca

aaactgctga

agtggatctg

gTttattact

ctggaggctce

tggtgrgggt

gcagrcgtac

atcccaagaa

atcactgtge

tcacaytere

cagttggaga

atcaaaagaa

tttaccgggce

ggacagattt

gtcagcaata

ccggaaactc

tegacaggcet

catccactat

caccctgtee

aaggacatta

ctca

gaaggttact

cttecttggcco

atccactaqg

cactctcacc

tratagctat

60

120

180

240

300

352

60

120

136

2490

300

23/



ccygtgya

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

<220>
<223>

<400>

Glu val

Ser Arg

Glu Met

Ala Tyr

50

Lys Gly

Leu Gln

225

cgt toggtggagy caccaagcltg gaaatcaaac gg

31
i18
PRT

Artvificial

VH ML15-7ES

31

Lys Leu

Lys Leu
20

Val Trp

35

Ile Ser

Arg Phe

Met Ser

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly !

Ala

Ala

40

Arg

Ara

Ser

Ser

25

Pro

Thr

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Phe

Glu

His

Pro

15

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Leu

45

Rla

Met

Pro

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gly
15

Asp

Thr

Tyt
95

Gly

Tyr

Val

Val

Phe

80

Cys

342

294



226

ARla Arg Thr Leu Leu Arg Leu His Phe Asp Tyr Trp CGly Gln Gly Thr
100 105 110

Ile Leu Thr Val Ser Ser

115
<210 32
<211> 114
<212> PRT

213> Artificial

<220>
<223> VL ML1Z-7ES

<400> 32
Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly

1 5 10 is

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Phe Tyr Arg
29 25 a0

Ser Asn Gln Lys Asn Phe Leu Ala Trp Tvr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 &0

0
a
V)

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 7¢ 75 80

283



Ile Ser Ser

227

Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

BE

90

85

Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

Tyr Tyr Ser
i1G0
Lyas Arg
<210> 33
<211l> 354
<2312> ADN
<213 Artificial
<220>
<223> VH ML15-10C1

<400> 33

gaggtgaage

tceckgtgeag

ccagggaagg

gcagacacay

ctgcaaatga

ctacggcetac

<210> 34

tggrggagtc

c¢ctetggatt

ggetggageg

tgaagggccg

gcagtctaag

actttgacta

tqaggggagat

cacttcagec

ggttgcatac

attcaccatc

orecrgaggsac

ctggagccaa

105

ttagtgcagac

gactacgaaa

attaatagryg

tccagagaca

acggecasgt

ggcaccattc

110

ctggaggctc

tggrgrgggt

gcagtggtac

atccacaagaa

attactgtgc

tcactgtctce

ccggasaactc

tcgacaggct

catccactat

caccetgeece

aaggacatta

ctca

60

124

180

24G

300

354

294



<211> 342
<212» ADN
<213>
<220>
<223
<400> 34
gacattgtga
atgagctygca
tggtaccagce
gaatctgygg
atcagcagtg
ccgtggacgt
<210> 35
<211> 118
<212> PRT
<213
<«220>
<2235
<4Q00> 3%

Arcificial

VL ML15-10Cl

tgtcacagtc

agtccagtca

agaaaccagg

tccetgaccyg

tgaaygcrga

tcggtggagg

Artificial

VH ML15-10C1

tccateckee

gagccriLee

gcagtctcct

cttcacaggce

agaccrggca

caccaagctg

228

ctagctgtgt

tatagtcgca

aaactgetga

agtggatcty

gtttattact

gaaatcaaac

cagttggaga

atcaaaagaa

tttactgagc

ggacagattt

gtcagcaata

99

gaaggtcacet

cttcttggcce

atccactggg

cagtckcace

tLttagetat

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

20

25

30

60

12¢

180

240

30¢

342

185



Glu

Ala

229

Met val Trp Val Aryg Gln Ala Pro Gly
35 40

Tyr Ile Asn Ser Cly Ser Gly Thr Ile
50 35

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70
Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu asp
85 90
Ala Arg Thr Leu Leu Arg Leu His Phe Asp
100 1905
Ile Leu Thr Val Ser Ser
115
<210> 136
<211> 114

212> PRT

<2i3> Artificial

<220>

<223> VL ML15-10C1

<400> 38

Lys

His

Pro

75

Thr

Tyr

Gly

Tyr

60

Lys

ala

Trp

Leu

45

Ala

Asn

Met

Gly

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Thr

Leu

Tyx

\D
w

Gly

Val

Val

Phe

80

Cys

Tnhr

Asp Ile Val Met Ser Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly

296



Zlu Eva

Val Thre Met

20

hrg Rsn Gl Lvs Asn

Ser Pro Lys Leu Leu

50

Pro hs=p arg Phe Thr

Ile Ser Ser Val Loa

35

Tye Pha Ser Tyr Pro

100
L¥s Arg
=210 37
<21l= 31£8
=213  ADN
=233> Artificuial
Epe el i)

Ser

Fhe

Ile

Gl

0

Bla

Trp

CyS

Loy

Twx

(]
[}

Sarn

Glu

Thr

Lysz

nla

Trp

Flv

Rsp

Pl

S&r

25

lrg

Ala

ser

Gly
log

230

11

Ser

Ty

Ser

31y

Ala

=l

1y

Zln

Gln

Thr

Thr

75

Val

GlLy

Ser

Gly
&0

hEE

Ty

Len

Lye

45

GEln

Fhe

Tyr

rro

Ser

Thr

Leu
110

Tyx

Gly

Gly

Leu

3ln

ag

Glu

Ser

=ln

val

Thr

=30

Gin

Iie



<2231=
<&00= 3!
cagglocage
tocbycangs
Ccotgggoaga
aabtgagaack
abEggagotes
cgkacctggg
<210= 218
<21%= 120
e2lzs PRT
213>
220
c223=
=400= 38§

Gln ¥al ¢ln Leu Gln Gln

L

Ser Val Lys Merc Ser Oys Luvd

Val Ile His Trp Wal Lys Gln

35

VH ML15-3BL

bgoageaagk s

cbbetggaks

goottgaghy

tcaaagoacaa

gqeaygtcekgac

acgggtackr

Arbificaial

“

WH ML1Z=ZE10

5

20

tggaceckbgay

cacattocact

gattgoatal

goocacacty

ctctgaggac

cgatgretgg

Ser Gly

Rla

Lye

1%

Fro

Ser

231

ctagbaaage

gactatgLta

attaabcolhl

arctcagaca

tctacagtct

gaUacsaggra

10

25

ctgoggTbte

tacaccgggt

acaakbgabygy

aakrotocag

acktactgtac

ooacgghbeas

30

Gly Glo Gly Leu Glu Tro

43

aztgaagatg

gaagoagasng

cactoagban

nagagroras

agtagaqgggt

cgtotocboa

Gl Lew Val Lys Pro Gly Ala

15

&1y Tvr Thr Phe Thr Asp Tyr

1<
[
|

=14

12¢

1d%

240

elsle]

360

;35’



Gly Tyr
50

Tla Asn Pro Tyr

Lys Gly Lys Ala Thr Leu

&5

Met Glu

Thr Val

Gly Thr

<210
=211l=
w2lZx
<d1lli=

=220
i 34

<405

T0

Lau Sgr Ser Leu

g5

&lu Gly Gly Thr
100

Thr val Thr val

39
330
ERT

Artificial

ASN

[}
& ]

Thr

Thxr

Jar

A=p

Sen

Sexr

Bhap

Ser

1240

Glu

Gly
105

Ig gamma-l1l <onsbant reglion

i3

232

Thr @la

Lys Ser

75

Asp Ser

a0

Tvr Fhe

Tyr Rsn

G

Ser Ser

Thr wal

Rzp Val

Giu

Thr

TyE

LT
i1a

Lvs Phe

val Tyr
ED

Tyr Cys
95

iy Thr

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Phe Leu Ala Fru Ser Ser Lys

1

S

1o

1S

Scr Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cye Leu Val Lys Asp Tyr

20

25

a0

F81



Fhe

Gly

Le-

65

Lvs

Bro

Lys =

Val

145

TyvzT

Frn

val

50

Ser

Ele

Wal

Ala

Val

val

Gl

33

Saz

Laghl=1

Elu

Pro

115

Lya

Wal

AQp

Bro

Thr

Val

Lon

Frao

1a0

Glu

Eap

bhsp

Val

Fhe

val

Val

go

Lya

Leu

Val

Val

1&5

Thr

Pro

Thre

wh

Asn

Ser

Leu

Ser

1510

Glu

Val

Ala

1)

yal

His

e

Mez ko
13s

His

Wal

Ser Tr

40

Val

BED

Ly=

RET

31y

1in

Ile

Glu

Leu

Ser

Pra

Lye
108

AED

= han

233

Ran

Sln

Ser

Ser

an

Thr

Zer

ALy

Fra

Aln
174

Eer

TS

Azn

His

Val

Thr

Glu
1Rk

Lye

3l

Leu

Thr

Thr

Phe

EFro

1z{1

Val

Thzr

Ala
d5

Slv

Lys

Zye

Leu

1245

Tsyis

Lyz

Lewu

Leu

Thr

Val

Fxc

1.0

Ehe

Val

Fhe

Fro

Thr

Ty

3ln

ABD

Pro

Pro

Thr

hen

Ary
178

Ser

Ser

Thr

=31

Lve

Cys

Pro

cys

[ AT

49



Glu

Lys

2258

Met

Fro

As0

Leu

Val
303

GEln

3ln

Ala

210

Pro

Ihr

Ser

TyT

TvT

250

Fhe

e

Asp

125

Ly

axa

L=

hgp

LB

275

Ser

Zer

ASD

150

;Trp

Fro

Slu

¥=31

Ile

260

Thr

Lys=

Cys

Ser

Leu

Alm

Ero

Gin

245

A4la

Thr

Leu

Ser

Thr

bheon

Fro

Sln

2317

val

Val

Fro

Thr

Val
iln

Ty

Gly

Ile

215

Val

Jer

zla

Ero

Val

255

HMet

Lrg

Lys

200

Flu

Tyr

Len

Trp

WVal

290

Rep

His

Val
LES

Glu

Lys

Thr

Thr

Clu

285

Leu

Lys

Glu

234

Val

TYE

Leu

Cyes

250

AED

Ser

Ela

Ser

Lya

Ile

P

235

Eau

hen

Ser

Rrg

Leuw

3ls

vali

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Len

Iye

205

Irys

Seg

Liyss

GEly

285

Gln

Asn

Thr

130

YVal

Ala

Erg

Gly

2ro

270

Ser

Gln

Val

Ser

Lys

zlu

TPhe

455

Glu

Hnae

Gy

Tyr

Len

Asn

Glvy

zlu

240

Tre

A=n

he

AEN

Thr
320



235

Gln Lys Ser Leu Ser Leu 5er Pro Gly Lys

325 330

210 ac
<211 330
«212» PRT

<213 PArcificial

=24l

£223» Ig gamma-1 constank rejion mutant

<300 40

Ala Sar Thr Lye 1y Pro Szr val rhe Pro

1 5 1G

Zer Thr Ser Gy Gly Thr a&la Ala Leu Gly
a0 a5

Phe Pro Giuw Pro Val Thr val Ser Trp Lsn
35 10

=ly val Hie Thr Bhe Pro Ala Val Leu 3Eln

Leu Ser 8er Val Val Tht Val Pro Ser Zear

£5 . T

Tyr Ile Cys hon Wal hsn His Lys Fro Ser
a5 a0

Cyre

Ser

Serxr

A=n

ala

Leu

Gly

Ser

it

Leu

Thr

Brao

Val

Ala

15

Gly

Eer

Lys

3o

Leu

Tz

Thr

YVal

Sar

15

Asp

Thr

Tvr

Gln

Acp

Ly

Ty

Ser

Thr

RO

Lyve



Pro

Lya

Val
145

Tyr

cln

His

Lvs

Gln
215

val cln

Ala Pra

215

Pro Lys
1140

val val

Val Bsp

3ln Tye

3ln Asp
16

Ala Leu

230}

Fro Arg

Glu

Bean

Asp

31y

Len

lgo

Trp

“la

Lla

Thr

Val

Val

|=d
=41
LA

Ser

L)

Ala

Pro

Se=

Rla

Leu

Eer

154

Glu

Thr

BSn

Ere

31ln
230

C-ya

Giy

Met

135

His

val

Ty

a1y

Val

31y

120

Elu

His

Aryg

Lys

260

Gla

TyT

Lys
105

Fro

Sar

Aap :

A

Val

185

Flu

236

Thr

Zer

arg

Ala
170

Val

T¥rE

Thr

Eis

val

Thr

Gl

135

Lys

Sar

Lya

Fro
235

Thr

Bhe

Ero
140

Val

Wal

Cye

Ser

220

Fro

Cys

Leu

125

Gl

Lys

Lye

Len

Lye

205

Lya

Ser

Fhe

Val

Fhe

Pro

Thr

120

Val

Bla

ATg

Lo

1Thi

AL

A

i7g

Yal

Ser

Lvs

Cwe

Pra

Cya

Trp

1s0

Slu

Leu

A=n

Gly

Glu
40

A93



Met

Leu

vVal
305

Gln

Thr

Ser

Lye

Lys
275

Tyr Ser

290

Phe

Lys

<210>

<211>

<212>

<21i3>

<220>
<223>

<400>

Ser

Ser

41
1G¢6
PRT

Asn

ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Artificial

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Ser

Glu

Pro

val

298

Met

Leu

Trp

Val
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REIVINDICACIONES:

1.

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

El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde la afinidad de union del
anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al menos 10 veces mayor que
la afinidad de unién del anticuerpo por el globulémero AB(1-42).

El anticuerpo de la reivindicacion 1 6 2, donde la afinidad de unién del
anticuerpo por el globulomero ABR(20-42) es al menos 100 veces mayor
que la afinidad de unién del anticuerpo por el globuldémero AB(1-42).

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

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

E!l anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la afinidad
de unién del anticuerpo por el globulomero AR(20-42) es al menos 100000
veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por el globulémero
AB(1-42).

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 1x102 M.
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El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el
anficuerpo se une al globulémera AR(20-42) con una Kp de 1107 M o con
una afinidad mayor.

El anticuerpo 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

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el
anticuerpo se une al globuldémero AB(20-42) can urma Kp de 1x10% M o con
una afinidad mayer,

El anticuerpo de cuzljuiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde el
anticuerpo se une al globuldmero AB(20-42) con una Kp de 1x107"° M o
con una afinidad mayor.

El anticuerpo de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde el
anticuerpo se une al globulémero AB(20-42) con una Ks de 1x107"" M o
cen una afinidad mayor.

El anticuerpo de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde la
afinidad de unidn del anticuerpe por el globuldmero AR(20-42} es mayor
que la afinidad de unién dal anticuerpo por un globutémero AB(12-42).

El anticuerpa de la relvindicacién 13, donde la afinidad de union del
anticuerpao por el globuldmere AB(20-42) es al mencs 10 veces mayor gue
fa afinidad de unidn del anticuerpe por el globulomero AB(12-42).

El anticuerpo de la relvindicacion 13 o 14, donde la afinidad de unidn del
anticuerpo per el globuldmero AR{20-42) es al menps 100 veces mayor

gue la afinidad de unién del anticuerpo por el globuldmeare AR{12-42).
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El anticuerpo de cuaiquiera 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 union del anticuerpo por el
globulémero AB(12-42).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, 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

globulémero AB(12-42).

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

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, donde el
anticuerpo se une al globulémere 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 unién por el
globuléomero AB(20-42) es mayor que la afinidad de union por el
globulémero AB(1-42).

El anticuerpo de la reivindicacion 19, donde el anticuerpo se une al
globulémero AB(12-42) con una Kp de 1072 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 globulémero AB(12-42).

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

menos 10 veces mayor que por un monémero AB(1-42).
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El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, donde |a
afinidad de unién del anticusrpo por el globuldmere AB(20-42) es al
menas 100 veces mayor que por el mondmero AB(1-42).

El anticugrpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, donde la
afinidad de unién del anticuerpe por el globuldmere ABR{20-42) es al
menos 1000 veces mayor que por el manomero AB{%-42).

El anticuerpo de cualquera de las reivindicaciones 1 a 23, donde la
afnidad de unidn del anticuerpo por el giobuldmerc AR(20-42) es al
menos 10000 vecas mayor que por el mondmero AR(1-42).

El anticuerpo de cuzlguiera de las reivindicaciones 1 a 24, donde la
afinidad de unién del anticuerpo por el globuldmero ABR(20-42) es al
mernos 100000 veces mayor que por €l mondmero ABR{1-42).

El anticuerpo de cualquigra de las revindicaciones 1 a 25, donde el
anticuerpo se une al mondémero AR{1-42) con una Ko de 1x10° M o con
una afinidad menor.

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

El anticuerpo de cualquiera de |as reivindicaciones 1 a 27, donde el
anticuerpo se une al monémero AB{1-42) con una Kg 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 anticlerpe de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29, donde |a
afinidad de unién del anticuerpo por el globuldmerc AR{20-42) es al
mencs 10 veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por un
monsmers AR(1-40).

El anticuerpo de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 30, donde la
afinidad de unién del anticuerpo por el globulémero AR(20-42) es al
menos 100 vecés mayor que la afinidad de unibn del anticuerpa por el
mondmero AB(1-40),

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicacicnes 1 a 31, donde la
afinidad de unién del anticuerpa por el globuldmero AR(20-42) es al
menos 1000 veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por el
monomero AR{1-40).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32, donde la
afinidad de unién del anticuerpo por.el globuldmerc AP(20-42) es al
menocs 10000 veces mayor que la afinidad de unidn del anticuerpc por el
mondmero AR(1-40).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 2 32, donde la
afinidad de unién del anticuerpo por el giobuldmere AR(20-42) es al
menos 100000 veces mayor que |a afinidad de unidn del anticuerpo por el
menomere AR{1-40).

El anticuerpe de cualquiera de las reivindicaciones {1 a 34, donde el
anticuerpo se une al mondmerc AB{1-40) con una Kp de 1x10°° M o con

una afinidad menor.
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El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35, donde el
anticuerpo 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 AR(1-40) con una Kg de 1x10® M o con
una afinidad menor.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 37, donde el
anticuerpo se une al monémero AB(1-40) con una Ky de 1x10”° M o con
una afinidad menor.

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

E! anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 39, donde la
afinidad de unidon del anticuerpo por el globuldmero AB(20-42) es al
menos 100 veces mayor que la afinidad de union 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 globuldmero AB(20-42) es al
menos 1000 veces mayor que la afinidad de union 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 giobuldmero AB(20-42) es al
menos 10060 veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por las

fibrillas AB(1-42).
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El anticuerpc de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 42, donde la
afinidad de unidn dell anticuerpo por el globuldmero AB{20-42) es al
menos 100000 veces mayor que la afinidad de unidn del anticusrpo por
las fibrillas AR(1-42).

El anticuerpo de cualquiera de |as reivindicaciones 1 a 43, donde el
anticuerpe se une a las fibrillas AP{1-42) con una Kg de 1x10° M o con
una afinidad menor.

El anticuerpo de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 44, donde &l
anticugrpo se une a las fibrilas AR{1-42) con una Ky de 1x107 M o con
una afinidad menor,

El anticuerpe de cualguera de las reivindicaciones 1 a 45, donde el
anticusrpo se une a las fibrilas AR(1-42) con una Kp de 1x10° M o con
una afinidad mencr.

El anticuerpc de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 48, donde &l
anticuerpo se une a las fibrilas AB{1-42) con una Ky de 1x10° M o con
una afinidad menor.

El anficuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 47, donde la
afinidad de union del anticuerpe por el globulémero AR(20-42) es al
menos 10 veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por las
fibrilas AB(1-40}.

El anticuerpo de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 48, donde la
afinidad de unién del anticuerpo por el globuldmero ABR(20-42) es al
mengs 100 veces mayor gue la afinidad de unign del anticuerpo por las

fibrillas AR(1-40).
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El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 49, donde la
afinidad de unidén del anticuerpo por el globulémero AB(20-42) es al
menos 1000 veces mayoer que la afinidad de unioén del anticuerpo por las
fibrillas AB(1-40).

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 50, donde la
afinidad de unién del anticuerpo por el globuldmero AR(20-42) es al
menos 10000 veces mayor que la afinidad de unién del anticuerpo por las
fibrillas AB(1-40).

E! anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 51, donde la
afinidad de unidn del anticuerpo por el globulémero AR(20-42) es al
menos 100000 veces mayor 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 anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 53, donde el
anticuerpo se une a las fibrillas AR(1-40) con una Kp de 1x107 M o con
una afinidad menor.

El anticuerpo 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.
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Bl anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 58, donde el
anticuerpo es un anticuerpo aislado.

El anticuerpo de cualkuiera de las reivindicaciones 1 a 57, donde &l
anticuerpo es un anticuerpo monacional.

El anticuerpo de cuszlguiera de las reivindicaciones 1 a 58, donde =l
anticuerpo es un anticuerpo recombinante.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 59, donde el
anticuerpo es humane o esta humanizado.

El anticuerpo de cualquiera de las relvindicaciones 1 a 80, donde dicho
anticuerpo se ung al mismo epitope que un anticuerpc monoclonal
seleccionade del grupo gue consiste en el anticuerpo monaclanal 5F7,
gue se obtiene de un hibridoma al que se |e asigné el nimero de depobsito
de la Coleccidn Americana de Tipos de Cultivo PTA-7241, el anticuerpo
monaclonal 10F11, que s obtieng de un hibridoma al que se le asigno el
nimera de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7239, el anticuerpo monoclonal 706, que se obtiene de un hibridoma al
que se le asignd el numerp de depdsito de la Coleccidon Americana de
Tipos de Cultivo PTA-7240, el anticuerpe monoclonal 4B7, que se obtiene
de un hibridema al gue se le asignd el nimearo de depdsito de la Coleccidn
Americana de Tipos de Cultivo PTA-7242, el anticuerpo monoclona! 2F2,
que se obliene de un hibridoma al gue se le asignd el numero de depésito
de la Coleccion Amerncana de Tipos de Cultivo PTA-7408, el anticuerpo
monoclnrjal BAZ, que se obtiene de un hibndoma al que se le asigno el
nimero de depdsite de la Coleccion Americana de Tipos de Cultive PTA-

740¢, el anticuerpe menoclonal 4D10, que se abliene de un hibridama al
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que se le asignd el nimero de depdsito de la Coleccibn Americana de
Tipos de Cultivo PTA-7405, el anticuerpe moncclonal 7E5, que se obtiene
de un hibridoma al que s le asigng el nimero de depdsito de la Coleccidn
Americana de Tipos de Cultivo FTA-7808, el anticuerpe monoclonal 10C1,

gue se obtiene de un hibridoma al que se le asignd el nimero de depdsito

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

moneclonal 3B10, gue se cbtiene de un hibridoma a! que se le asignd el
nimere de deposite de la Caleccidn Americana de Tipos de Cultive PTA-
7851,

El anticuerpe de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 61, donde el
anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada
CDR3 y/o ia secuencia de aminvacidos de |2 cadena liviana CDR3 de un
anticuerpo  monoclonal seleccionado del grupo gque consiste en e
articuerpo monoclonal 5F7, que se obtiene de un hibridoma al gue se le
asignd el numero de deposito de la Coleccion Americéna de Tipos de
Cultiva PTA-7241, el anticuerpo monoclonal 10F 11, que se obtiene de un
hibridoma al que se le asigné el numero de depdsito de la Coleccidn
Americana de Tipas de Cultiva PTA-7239, el anticuerpo monoclonal 7C8&,
gue 3 obtiene de un hibridoma al gue se le asignd el ndmerg de depdsito
de la Coleccion Americana de Tipos de Culbve PTA-7244, el anticuerpo
monaclonal 4B7, que se obtiene de un hibridoma al que se le asignd el
nimera de depésito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultiva PTA-
7242, el anticuerpe monoclonal 2F2, gue se obtiene de un hibridoma al
que se fe asignd el numere de depdsito de la Coleccidon Americana de

Tipos de Cultivo PTA-7408, el anticuerpo monoclonal 6A2, que se oblieng
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de un hibridoma al que se le asigné el numero de depésito 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 7ES, que se obliene de un hibridoma al que se le asigné el
namero de depdésito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7809, el anticuerpo monoclonal 10C1, que se obtiene de un hibridoma al
que se le asigno el numero de deposito de la Coleccion Americana de
Tipos de Cultivo PTA-7810, y el anticuerpo monocional 3B10, que se
obtiene de un hibridoma al que se le asigné el numero de depdésito de la
Colecciéon Americana de Tipos de Cultivo PTA-7851.

El anticuerpo de la reivindicaciéon 62, 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
seleccionadc del grupo que consiste en el anticuerpo monoclonal SF7,
que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el nimero de deposito
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
numero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7239, el anticuerpo monoclonal 7C6, que se obtiene de un hibridoma al
que se le asigno el numero de depésito de la Coleccidon Americana de
Tipos de Cullivo 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 numero de depdsito
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de la Coleccion Americana de Tipos de Cultivo PTA-7408, el anticuerpo
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 asignd el numero de depdsito de la Coleccion Americana de
Tipos de Cultivo PTA-7405, el anticuerpo monoclonal 7ES, que se obtiene
de un hibridoma al que se le asigné el numero de depdésito de la Coleccion
Americana de Tipos de Cultivo PTA-7809, el anticuerpo monoclonal 10C1,
que se obtiene de un hibridoma al que se le asignd el numero de depésito
de la Coleccién 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 la reivindicacién 62 ¢ 63, 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 asignoé el numero de depésito
de la Coleccion Americana de Tipecs de Cultivo PTA-7241, el anticuerpo
monoclonal 10F11, que se obtiene de un hibridoma al que se le asigné el
numero de depésito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultivo PTA-
7239, el anticuerpo monoclonai 7C6, que se obtiene de un hibridoma al
que se le asigné el numero de depdsito de la Coleccidon Americana de
Tipos de Cultivo PTA-7240, el anticuerpc monoclonal 4B7, que se obtiene

de un hibridoma al que se le asignd el nimero de depésito de la Coleccién
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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 depésito
de la Coleccién 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 depbsito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultive PTA-
7409, el anticuerpo monoclonal 4D10, que se obtiene de un hibridoma al
que se le asignd el numero de deposito de la Coleccidon 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 depdsito de la Coleccidén
Americana de Tipos de Cultivo PTA-7809, el anticuerpo monoclonal 10C1,
que se obtiene de un hibridoma al que se le asignd 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 asignoé el
numero de depobsito de la Coleccién Americana de Tipos de Cultive PTA-
7851.

El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde el anticuerpo comprende al
menos una CDR que comprende una secuencia de aminoécidos
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, ios residuos de aminoacidos 55-61 de
SEQ ID N° 4, los residuos de aminoacidos 94-102 de SEQ 1D N° 4, los
residuos de aminoacidos 31-35 de SEQ ID N° 7, los residuos de
amino4cidos 50-66 de SEQ ID N° 7, ios residuos de aminoacidos 97-109
de SEQ ID N° 7, los residuos de aminodcidos 24-39 de SEQ ID N° 8, los
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residuos de aminoacidos 55-61 de SEQ ID N° 8, los residuos de
aminoacidos 94-102 de SEQ ID N° 8, los residuos de aminoacidos 31-35
de SEQ ID N° 11, los residuos de aminoacidos 50-65 de SEQ 1D 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 aminoacidos 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 1D N° 16,
los residuos de amincacidos 56-62 de SEQ ID N°® 16, los residuos de
aminoacidos 95-103 de SEQ ID N° 16, los residuos de aminoacidos 31-35
de SEQ ID N° 19, los residuos de aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 19,
los residuos de aminoacidos 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 1D N° 20,
los residuos de aminoacidos 31-35 de 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 aminoacidos 24-39 de SEQ ID N° 24,
l0s 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 I|D 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
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aminoacidos 50-66 de SEQ ID N° 31, los residuos de aminoé&cidos 98-107
de SEQ ID N° 31, los residuos de aminoacidos 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
aminodacidos 24-40 de SEQ ID N° 36, ios residuos de aminoacidos 56-62
de SEQ ID N° 386, los residuos de aminoéacidos 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 amino&cidos 98-
109 de SEQ 1D N° 38.

E! anticuerpo de la reivindicacién 65, donde el anticuerpo comprende al
menos 3 CDR.

El anticuerpo de la reivindicacién 66, donde las al menos 3 CDR se

seleccionan entre un conjuntc de CDR de dominios variables que consiste
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Conjunto de CDR

VL 5F7 CDR-L3

de VL 5F7

RSSQSVVQSNGNTYLE:

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

VL 5F7 CDR-L2
residuos 55-61 de SEQ ID N° 4
FQGSHVPPT:

| residuos 94-102 de SEQ ID N° 4

Conjunto de CDR
de VL 10F11

VL 10F11 CDR-L1

KSSQSLLYSKGKTYLN:
residuos 24-39 de SEQID N° 8

VL 10F11 CDR-L2

LVSKLDS:
residuos 55-61de SEQID N° 8

VL 10F11 CDR-L3

VQGTHFPHT:

residuos 94-102 de SEQ ID N° 8
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Conjunto de CDR

de VL 7C6

RSTQTLVHRNGDTYLE:

VL 7C6 CDR-L1
residuos 24-39 de SEQ ID N° 12
KVSNRFS:

VL 7C6 CDR-L2
residuos 55-61 de SEQ ID N° 12
FQGSHVPYT:

VL 7C6 CDR-L3
residuos 94-102 de SEQ ID N° 12
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Conjunto de CDR
de VL 4B7

VL 4B7 CDR-L1

RSSQSLFYRSNQKNFLA:
residuos 24-40 de SEQ 1D 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 VL 2F2

RSSQSVVQSNGNTYLE:

VL 2F2 CDR-L1
residuos 24-39 de SEQ ID N° 20
KVSNRFS:

VL 2F2 CDR-L2
residuos 55-61 de SEQ ID N° 20
FQGSHVPPT:

VL 2F2 CDR-L3

residuos 94-102 de SEQ ID N° 20
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Conjunto de CDR

de VL 6A2

RSSQSVVQSNGNTYLE:

VL 6A2 CDR-L1
residuos 24-39 de SEQ ID N°® 24
KVSNRFF:

VL 6A2 CDR-L2
residuos 55-61 de SEQ ID N° 24
FQGSHVPPT:

VL 6A2 CDR-L3

94- .02 de SEQ ID N2

residuos

O

SGTL

duos 98:101

I3
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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 Nf_2_8

Conjunto de CDR
de VL 7E5

VL 7E5 CDR-L1

RSSQSLFYRSNQKNFLA:
residuos 24-40 de SEQ ID N° 32

VL 7€5 CDR-L2

WASTRES:
residuos 56-62 de SEQ ID N° 32

VL 7E5 CDR-L3

QQYYSYPWT:
residucs 95-103 de SEQ ID N° 32
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By

dé

5:

N

.

No35

EETT N

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 ID N° 36

VL 10C1 CDR-L3

QQYFSYPWT:

NS 38"
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El anticuerpo de la reivindicacion 67, donde e! anticuerpo comprende al
menos 2 conjuntos de CDR de dominios variables.

El anticuerpo de la reivindicacion 68, donde los al menos 2 conjuntos de
CDR de 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 7C6; 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
6AZ2 y el conjunto de CDR de VL 6A2; el conjunto de CDR de VH 4D10 y
el conjunto de CDR de VL 4D10; el conjunto de CDR de VH 7E5S vy el
conjunto de CDR de VL 7ES5; y el conjuntc de CDR de VH 10C1 y el
conjuntc de CDR de VL 10C1.

Anticuerpo que comprende al menos un dominio variable que tiene una
secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
IDN° 3, SEQIDN°4 SEQIDN°7, SEQID N°8, SEQIDN° 11, SEQID
N° 12, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 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 {D N° 38.

El anticuerpo de la reivindicacion 70, que comprende dos dominios
variables, donde dichos dos dominios variables tienen secuencias de
aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID N° 3 y SEQ
IDN°4, SEQIDN°7y SEQIDN°8y SEQIDN® 11y SEQID N° 12, SEQ
IDN°15y SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 19 y SEQ ID N° 20, SEQ ID N® 23 y
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SEQID N° 24, SEQ ID N° 27 y SEQ ID N° 28, SEQ ID N° 31 y SEQ ID N°
32,y SEQIDN° 35y SEQ ID N° 36.

El anticuerpo de cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 71, donde el
anticuerpo comprende una regién constante.

El anticuerpo de la reivindicacidn 72, donde el anticuerpo comprende una
regibn constante de la cadena pesada seleccionada del grupo que
consiste en las regiones constantes IgG1, 19G2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA, IgD
e IgE.

El anticuerpo de ta reivindicacion 73, donde el anticuerpo comprende una
region constante de la cadena pesada de IgG1.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 72 a 74, donde la
region constante es una region constante humana.

El anticuerpo de la reivindicacion 72, donde la regién constante
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ |D N° 39-42.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 76, donde el
anticuerpo posee un patron de glicosilaciéon humano.

Anticuerpo monoclonal (5F7) que se obiiene de un hibridoma al que se le
asigné el numero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7241.

Anticuerpo monoclonal (10F11) que se obtiene de un hibridoma ai que se
le asignd el numero de depésito de la Coleccién Americana de Tipos de

Cultivo PTA-7239.
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Anticuerpo monoclonal {7CB) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asignd el numerc de depdsitc de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultive PTA-7240.
Anticuerpo monoclonal (4B7) que se obtiene de un hibridoma al que se le
asigng el nimero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultive PTA-7242.
Anticuerpo monoclonal (2F2) que se cbliene de un hibridoma al que se le
asignd el nimero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7408.
Anticuerpo monoclonal (BAZ) qua se obtiene de un hibridoma al que se le
asignd el numere de depdsitc de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultive PTA-7409.
Anticuerpo monoclonal (4D10) que se obtiene de un hibridoma at que se
le asignd el nimero de depdsito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7405.
Anticuerpo monoclonal {7E5) que se cbtiene de un hibridoma al que se le
asignd el numero de deposito de la Coleccion Americana de Tipos de
Cultivo PTA-7808.
Anticuerpo monaclenal (10C1) que se obtiene de un hibridoma al que se
le asignd el nimero de depdsito de la Coleccién Americana de Tipos de
Cultive PTA-7810.
Anticuerpo monoclonal (3B10) que se obtiene de un hibndoma at que se le
asigno el nimero de depbdsita de la Coleccion Americana de Tipos de

Cultivo PTA-7851,
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Parcidn de unidn a antigene de un anticugrpo como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 87,

La porcion de union a antigeno de la reivindicacion 88, donde la porcidn
es un fragmento Fabk, &5 un fragmente F{ab'); 0 es un fragmento de una
cadena sencilla Fv del anticusrpa.

Hibridoma al que se le asignd un numero de depdsito de la Coleccidn
Amencana de Tipos de Culbve seleccionado del grupo que consiste an
PTA-7241, PTA-r239, PTA-7240, PTA-7242, PTA-7408, PTA-7409, PTA-
7405, PTA-7809, PTA-T&10 y PTA-7851.

Acido nucleice aislado que cedifica una secuencia de amincdcidos de un
anticuerpo de cualguiera de las reivindicaciones 1-89,

Vector que comprende un Acido nucleico aislado de la reivindicacian 91

El vector de |a reivindicacién 92, donde dicho vector se selecciona del
grupo gue consiste en pcDNA, pTT, pTT3, pEFBOS, pBY, pJV v pBJ.
Celula hospedera gque comprende un vector de la reivindicacion 82 6 93.
La célula hospedera de la reivindicacidn 94, donde dicha célula hospedera
&s una célula procariota.

La célula hospedera de la reivindicacian 895, donde dicha célula procariota
es E. coli.

La célula hospedera de la reivindicacion 94, donde dicha cdlula hospadera
€s Una célula eucariota.

La celula hospedera de |a relvindicacion 97, donde dicha célula eucariota
se selecciona del grupo que consiste en celulas profistas, células

animales, células vegefalss y células fungicas.
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La célula hospedera de la reivindicacién 98, donde dicha célula ammal se
selecciona del grupo que consiste en una célula de mamifere, una célula
de ave y una celula de insecto.

La célula hospedera de la reivindicacion 97, donde dicha célula eucariota
es una célula CTHO, una céelula COS o una célula de levadura.

La célula hospadera de |a reivindicacién 100, donde dicha célula de
levadura es Saccharomyces ceravisiae,

La célula hospedera de la reivindicaciéon 92, donde dicha célula de insecto
es una célula de insecto 519,

Métoda para producir un anticuerpo, que comprende cultivar una célula
hospedera de cualquiera de las reivindicaciones 84 a 102 o un hibridoma
de la reivindicacion 80 en un medio de cultivo, bajo condiciones
apropiadas para producir €l anticuerpo.

Anticuarpo aue se obtiene con el método de fa reivindicacion 103
Composicion queg comprende un antcuerpe o una porcién de unién a
antigenc como se define en cualguiera de |as reivindicaciones 1 a 89

La composicitn de la reivindicacién 105, donde la composicién es una
composicion farmacéutica ¥ comprende ademds un vehiculo aceptable
para el uso farmacéutico.

Uso de un anficuerpo a una porcién de unién a antigenc como se define
en cualguiera de las reivindicaciones 1 a 89 para preparar una
composicion farmaceutica para tratar o prevenir una amiloidosis.

El uso de la rewindicacion 107, donde la compoesicion fammacéutica es

para la lnmunizagidn pasiva.
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10%. Uso de un anticuerpo o una parcién de unidon a antigeno como se define
en cualguiera de las reivindicaciones 1 a B89 para preparar una
composicion para diagnosticar una amiloidosis.

110 El usc de cualguiera de las reivindicaciones 107 a 109, donde la
amiloidosis es la enfermedad de Alzheimer.

111. El uso de cualguiera de las reivindicacionas 107 a 109, donde la
amiloidosis es |2 amiloidesis del sindrome de Down,

112. Métoda para tratar o prevenir una amiloidosis en un sujeto que lo necesita,
que comprende administrarle un anticugrpo © una porcen de union a
antigeno como se define en cualquiera de’ las reivindicaciones 1 a 89 al
sujeto.

113. El método de la reivindicacidn 112, donde la administracion del anticuerpo
0 la porcidn de unién a antigeno es para la inmunizacidn pasiva.

114. Método para diagnosticar una amiloidosis, que comprende proporcionar
una muestra del sujeto sospechosa de padecer una amiloidosis, poner an
contacto la muestra con un anticuerpo o una parcién de unidén a antigeno
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 &4 89, y detectar la
formacion de un complejo que comprende el anticuerpe o |a porcion de
unidn a antigeng con un antigeno, donde la presencia del complejo indica
una amilcidosis en el sujeto.

115. El metodo de cualguiera de las reivindicaciones 112 a 114, donde la
amiloidosis es la enfermedad de Alzheimer.

118. El métedo de cualquiera de las reivindicaciongs 112 a 114, donde la

amiloidosis es |a amiloidosis del sindrome de Down.
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FIG. 1
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FIG. 2

' |4 AB(1-42)-fibrillas

‘ ¢ anticuerpo

.| AB(1-42)-manomero

anticuarpo unido

a fibrillas [%]
6E10 98
S5F7 7
2F2 15
6A2 22
4010 8
10F1 7
3B10 5
7C6 2
7E5 3
10C1 5
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6

probabilidad

*

R e kit EEES B2

L R TRt L e e K2

#
(o)
~

]
n
<o

||
o
w

v |
[ Q
e wn

[o/,] io18lqo [op cuaswisouoaay

5F7 10F11 T7C6

controf

prababidad

&
) »
R
3 :
‘ 8
’ =
]
]
'
" B
“ E
‘ S
' )
¢ il

8 8 B 3

[%] wwiqo jop ouaiunaoucsay

F3cC



Dresaillniin iy
Pt RIS TINS A LR
ML ST TP PP A R RNy

1S Vatetzatargsagr

T
petbereri s TTY
Hia4

¥

ey

TEY yw
D R s L L T Y

teriaelnt .
ey

————re.
)

‘ POhA
rrem——— Y
Mot D TTTRT

:-u... ——l
v gl

e e ]
"y

- <
Sdedeaye
e

B hol

s R v

ETRTNYRIR PR

TSI RIS

ph
Py

arztric
e rnteTeades
o Ty

AT il Szt

- L T YT
e O Sy

Fris—=.

.u..

TR e
M e et AL a T LR Ol Su
e i 4

100 pro
10 pmol

1 pmo
(0.1 pmat
0.01 pmol
|0.001 pmat

100 pmod
10 pmol

1 prno

0.1 pmaod
{0.01 pmot
0.001 pmad

Mcnémero | Mondmera | Mordmero Monomero | Giobuidmers | Globutdmers Globaidmers | Fbnit RAPPn
Apl1-42), Ap{1-40), AN1-42), APN1-40), AN(1-42) ARt 242 Ap20-42) Ap(1-42)

0.1% KH,O0M | 0.4% NH,OH | 0.1% Ma0H 0.1% NaOH
BE1D 10 17 505 02 0.2 [:] 1 510 03
€A2 7 54D 5 078 ? 77 3 583 47 133 k] 337 831 > 1000
S¥? 26 665 > 10 000 23 488 184 132 228 242 1 > 10 400 > 100
272 36 ar > 10000 > 10000 > 10 000 195 274 1 > 10 000 > 106
10F14 83 267 3719 17 417 2233 77 98BS 12 1 204 366 > 1000
4510 > 10 000 43 > 10000 35080 > 10000 29 1 > 10 000 > 100
3810 10 364 22 500 45 000 > {0 3G 06 14 > 10 000 > 100
7C8 > 400 000 > 100 DOD > 100 00O > 100 000 84 DS2 > 100 DOO > 100 GoG > 1000
487 > 100 000 > 457 971 > 100 00D > 100000 > 100 000 > 100 000 > 100 000 > 1000
TES > 100000 > 100 000 > 100 000 > 100 000 > 100 000 > 100 000 1 »> 300 D00 > 1 000
10C1 > 100 800 > 180 000 > 100 000 > 100 00G 40 000 > 100 000 1 > 100 000 > 1000

33/



Py
g

B
SisseeEinlacas
= B ¥ Prir s o=

- Fa T )
: REnREE

N
oy
ak

I T
i T Y eyt =

sE ST
T

a1

(-
: iy

T LY il
I v
LA e s

e

is L
o P

o H LI
3 " -
S T el

e e X
_‘#"-":;::*:;-_x;@.

1

= ATy

R
AT

T e
DRI TR e

=t
AT T on Pt

T Sl eyt b
[ o e

R
PR

' .
(o

s

Srme gl Tl s
Ao b ma
o

33



10/28

J
@

J'f!;

o0

]

I

itd]

it
5 L7

JEENCH

To = T

L E

%33



11/28

FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 9
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FIG. 10
Globulémero | Globulémero | Globulémero
7C6 >BA199 | 10F11->BA199 | 5F7 ->BA199
Ap(20-42) AB(20-42) Ap(20-42)
[pmol/g] de [pmol/g] de {pmol/g] de
tejido de tejido de tejido de
cerebro cerebro cerebro
RZ16 (AD) 50,1 10,6 10,2
RZ 52 (AD) 439 14,3 13,9
RZ 55 (AD) 13,9 2,9 3,6
RZ 82 (control) <0,2 < 0,06 < 0,06
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Al) _VH MLI15-3F7

SEQ LD NO:1

. CTGAAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGACTTC
E&?gg:(};%ﬁg‘GTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTC ACTACCTTCTATAT
ACACTGGGTGAAGCAGAGGC CTGGACAGGGCCTTGAGTGGATTGGAATG
ATTGGTCCTGGAAGTGGTAATAC'[TACTACAATGAGATGTTCAAGG ACAA
GGCCACATTGACTGTAGACACATCCTCCAGCAC AGCCTACAT(‘}CAGCTCA
GCAGCCTCAC ATCTGAGGACTCTGCGGTCTATWCTGTGCAA(JAGCAAA(E
TCAGCTCGGGCGGCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCAC
TGTCTCTGCA

SEQ ID NO:3
QVQLKQSGAELVRPGTSVKMSCKASGYTF'['I'FYIHWVKQRPGQGLEWIG_M_'I

GPGSGNTYYNEMFKDKATLTV DTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARAKSAR
AAWFAYWGQGTLVTVSA

A2) VL MLI1S-SF7

SEQ IDNO:2

GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGAT
CAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCGTTGTACAGAGTAATGG
AAACACCTATTTAGAATGGTACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGC
TCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCA
GTGGCAGTGGATCAGGGACAGATITCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGA
GGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTCC
CACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGG

SEQ ID NO:4

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSVVQSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLI

YKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCEQGSHVPPTFGGG
TKLEIKR

3)/51‘
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Bl) VHAML15-10F11

SEQ ID NO:3

CAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTC
AGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTAGCTATGTTAT
GCACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATA
TTTATCCTTACAATGATGGTACTAAGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAAG
GCCACACTGACTTCAGACAAATCCTCCAGCACAGTATATATGGAGCTCAG
CAGCCTGACCTCTGAGGACTCTACAGTCTATTACTGTACAGTAGAGGGTG
CTACCTGGGACGGGTACTTCGATGTCTGGGGCACAGGGACCACGGTCACC
GTCTCCTCA

SEQ ID NO:7

QVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSY VMHW VKQRPGQGLEWIGY!

YPYNDGTKYNEKFKGKATLTSDKSSSTVYMELSSLTSEDSTVYYCTVEGATW

DGYFDVWGTGTTVTVSS

B2) _ VL ML15-10F11

SEQ ID NO:6

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGACAA
TCAGCCTCTATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAAAGGA
AAAACCTATTTGAATTGGTTATTAC AGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCG
CCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCC TGACAGGTTCAC
TGGCAGTGGATCAGGAACAGATTTTACACTGA AAATCAGCAGAGTGGAG
GCTGAGGATTTGGGAGTITATTACTGCGTGCA AGGTACACATTTTCCTCAC
ACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGG

SEQ IDNO:8

DVVMTQTPLTLSVTIGQ SASlSCKSSOSLLYSKGKTYLNWLLQRPGQSPKRLI

YLVSKIL.DSGVPDRFTGSGSGTDF TLKISRVEAEDLGVYY
o s CYOGTHFPHTEGG

23Uz,
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C1) VHMLI3-7C6

SEQ ID NO:%

GAAGTGAAGCTGGTGGAGTC TGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGT
CCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTICAGT AGCTATGCCA
TGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCAGCGAAGAGGCTAGAGT GGGTCGCGTCC
ATTCATAATAGAGGTACTATCTT CTATCTAGACAGTGTGAAGGGCCGATTC

ACCATCTCCAGAGATAATGTCAGGAACACCCTGTACCTGCAAATGAGCAG -

TCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATATATTACTGTACAAGAGGCCGGAGTA
ACTCCTATGCTATGGACTACTGGGGTC AAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCT
CG

SEQ ID NO:11
EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYAMSWVRQTPAKRLEWVASIH

NRGTIFYLDSVKGRETISRDNVRNTLYLQMSSLRSEDTAIYYCTRGRSNSYAM
DYWGQGTSVTVSS

C2) VL ML13-7C6

SEQ D NO:10

GATGTTTTGGTGACCCAATCTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGGCTTGGAGAT
CAAGCCTCCATCTCTTGCCGATCTACTCAGACCCTTGTACATCGTAATGGA
GACACCTATTTAGAATGGTACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTC
CCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAG
CGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAG
GCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTITCAAGGTTCACATGTTCCGTAC
ACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGG

SEQ ID NO:12

DVLVTQSPLSLPVRLGDQASISCRSTQTLVHRNGDTYLEWYLQKPGQSPKSLLI

']Y'[I((VESNRFSGVPDRF SGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGG
LEIKR

ZuY
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D1)__VH MLI15-4B7

SEQ ID NO:13

GAGGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGCTC
CCGGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTITCAGTGACTACGAAAT
GGTGTGGGTTCGACAGGCTCCAGGGGAGGGGCTGGAGTGGGTTGCATACA
TTAGTAGTGGCAGTCGTACCATCCACTATGCAGACACAGTGAAGGGCCGA
TTCACCATCTCCAGAGACAATCCCAAGAACACCCTGTTCCTGCAAATGAG
CAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAAGGACATTAC
TACGGCTACACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCATTCTCACAGTCTCCT
CA

SEQ ID NO:15
EVKLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFSDYEMVWVRQAPGEGLEWVAY1

SSGSRTIHYADTVKGRFTISRDNPKNTLFLQMSSLRSEDTAMYYCARTLLRLH
FDYWGQGTILTVSS

D2) . VL ML15-4B7

SEQ ID NO:14

GACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCCTAGCTGTGTCAGTTGGAGAG
AAGGTTACTATGAGCTGCAGGTCCAGTCAGAGCCTTTTICTATAGGAGCAA
TCAAAAGAACTTCTTGGCCTGGT ACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCTA
AACTGCTGAT'ITACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCT
TCACAGGC AGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTG
AAGGCTGAAGACCT GGCAGTTTATTACTGTCAGCAATATTATAGCTATCC
GTGGACGTTCGGTGGA GGCACCAAGCTGGAAATCAAACGG

SEQ IDNO:16

DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTM SCRSSQSLFYRSNOK
§ § NFLAWYQQKP
LIYWASTRESGVPDRF TGSGSGTDFTLTIS SVKAEDLAVYYCQ%%YS%‘?VQII'(FLG

GGTKLEIKR

FUS
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E1) __VH ML15-2F2

SEQ ID NO:17

CAGGTCCAGCTGAAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGACTTC
AGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTICTGGCTACACCTTCACTACCTTCTATAT
ACACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAGGGCCTTGAGTGGATTGGAATG
ATTGGTCCTGGAAGTGGTAATACTTACTACAATGAGATGTTCAAGGACAA
GGCCACATTGACTGTAGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCA
GCAGCCTCACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGAGCAAAG
TCAGCTCGGGCGGCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCAC

TGTCTCTGCA
SEQ (D NO:19
QVQLKQSGAELVRPGTSVKMSCKASGYTFTTEYIHW VKQRPGQGLEWIGMI

GPGSGNTYYNEMFKDKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARAKSAR
AAWFAYWGQGTLVTVSA

E2) VL ML152F2

SEQ ID NO:18

GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGAT
CAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCGTTGTAC AGAGTAATGG

AAACACCTATTTAGAATGGTACCTGCAGAAACCAGGCCAGTC TCCAAAGC
TCCTGATCTAC AAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCA
GTGGCAGTGGATCAGGGACAGAT'ITCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGA

GGCTGAGGATCTGGGAGTTTA TTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTCC
CACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAA AACGG

SEQ ID NO:20

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSOSVVOSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLI

YKVSNRESGVPDRFSGSG Q )
K SGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFOG SHVPPTFGGG

26
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F1) VH ML15-6A2

SEQ ID NO:21

CAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGACTTC
AGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACTACCTTCTATAT
ACACTGGGTGAGGCAGAGGCCTGGACAGGGCCTTGAGTGGATTGGAATG

ATTGGTCCTGGAAGTGGTAATACTTACTACAATGAGATGTTCAAGGACAA
GGCCACATTGACTGTAGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCA
GCAGCCTCACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGAGCAAAG
TCACATCGGGCGGCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCAC

TGTCTCTGCA

SEQ IDNO:23
QVQLQQSGAELVRPGTSVKMSCKASGYTFTTFYHWVRQRPGQGLEWIGMI

GPGSGNTYYNEMFKDKATLTVDTSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYFCARAKSHR
AAWFAYWGQGTLVTVSA

F2) VL ML15-6A2

SEQ ID NO:22

GATG’I’I‘TTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGA T
CAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCGTTGTACAGAGTAATGG
AAACACCTATTTAGAATGGTACCTGCAGAA ACCAGGCCAGTCTCCAAAGC
TCCTGATCTACAAAGTTTCCA ACCGATTTTTTGGGGTCCCAGACAGGTTCA
GTGGCAGTAGATCAGGGACAGAT’I'I‘CACACTCAAGATC AGCAGAGTGGA
GGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTC AAGGTTCACATGTTCCTCC
CACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAA ATAAAACGG

SEQ ID NO:24

DVLMTQTPL SLPVSLGDQASISCRSSOS VVOSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLI

YKVSNREFGVPDRF Q
T SGSRSGTDFTLKI SRVEAEDLGVYYCFQGSHVPPTF GGG

2u7
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G1) VH ML13-4D10

SEQ D NO:25

SAGGTGC AGCTGAAGCAGTCAGGACCTAGCCTAATACAGCCCTC{\CAGAG
Eé’?g FCCATAACCTGCAC AGTCTCTGGTITCTCATYAACT AQCT ATGGTGT
ACACTGGGTTCGCCAGTCTCCAGGA AAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAGTGA
TATGGAGAGGTGGAAGGATAGACTATAATGCAGCT'[T CATGTCCAGACTG
AGCATCACCAAGGACAACTCCAAGAGCCA AGTTTTCTTTAAAATGAACAG
TCTGCAAGCTGATGACACTGCCATAT ACTACTGTGCCAGAAACTCCGATG
TCTGGGGCACAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ D NO:27
QVOLKQSGPSLIQPSQSLSITCTVSGFSLTSYGVHWYV RQSPGKGLEWLGVIWR

GGRIDYNAAFMSRLSITKDNSK SQVFFKMNSLQADDTATY YCARNSDVWGT
GTTVTVSS

G2) VL ML13-4D10

SEQ ID NQO:26

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGACAA
CCAGCCTCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATATTGATGGA
AAGACATATTTGAATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCG
CCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCAC
TGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAG
GCTGAGGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGTACACATTTTCCGTAC
ACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGG

SEQ ID NO:28

DVVMTQTPLTLSVTIGOPASISCKSSQSLLDIDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIY
LVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGG
TKLEIKR

e
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H1) VHMLIS-7ES

SEQ ID NO:29

GAGGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGCTC
CCGGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATICACTITCAGTGACTACGAAAT
GGTGTGGGTTCGACAGGCTCCAGGGGAGGGGCTGGAGTGGGTTGCATACA
TTAGTAGTGGCAGTCGTACCATCCACTATGCAGACACAGTGAAGGGCCGG
TTCACCATCTCCAGAGACAATCCCAAGAACACCCTGTTCCTGCAAATGAG
CAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAAGGACATTAC
TACGGCTACACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCATTCTCACAGTCTCCT
CA

SEQ ID NO:31
EVKLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFSDYEMVWVRQAPGEGLEWVAYI

SSGSRTIHY ADTVKGRFTISRDNPKNTLFLQMSSLRSEDTAMY YCARTLLRLH
FDYWGQGTILTVSS

H2) VI MLIS-7ES

SEQ IDNO:30

GACATTGTGATGTCACAGTCTCCATC CTCCCTAGCTGTGTCAGTTGGAGAG
AAGGTTACTATGAGCTGCAGGTCCAGTCAGAGCCTTTIC TATAGGAGCAA
TCAAAAGAACTTCTTGGCCTGGTACCAGCAGA AACCAGGGCAGTCTCCTA
AACTGCTGATTTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCT
TCACA GGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTG
AAGGCTGAAGACCTGGCAGTFTATTACTGTCAGCAATATTATAGCTATCC
GTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATC AAACGG

SEQ ID NO:32

DTVMSQSPSSLAVSVGEKVTMSCR§§QSLFYRSN§1
KNFLAWYQQKP
LIYWASTRESGVPDRFT GSGSGTDFTLTISSVKAEDLAWYCQ%%YS%%‘?\?TISF%

" GGTKLEIKR

349



27/28

1) __ VA ML15-10CL

SEQ 1D NO:33

GAGGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGTTTAGTGCAGCCTGGAGGUTC
CCGGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTITCAGTGACTACGAAAT
GGTGTGGGTTCGACAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGOTTGCATACA
TTAATAGVGGCAGTGGTACCATCCACTATGCAGACACAGTGAAGGGCCGA
TTCACCATCTCCAGAGACAATCUCAAGAACACCCTGTTCCTGCAAATGAG
CAGTCTAAGGTCTGAGOACACGGCCATGTATTACTGTGCAAGGACATTAC
TACGGCTACACTTTGACTACTGOGGCCAAGGCACCATTCTCACTGTCTCCT
CA

SEQ ID NO:35
EVKLVESGGULVQPGGSRELSCAASGFTEFSDYEMY WYROQAPGKGLEWVAYIT

N3GSGTMHYADTVKGRFTISRDNPKNTLELOMSSLRSEDTAMY YCARTLLRLH
FDYWGQGTILTVSS

12 Vi, ML15-10C)
SEQ IDNO:34

GACATIGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCC TAGCTGTGTCAGTTGGAGAG
AAGGTTACTATGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGCCTTTT. CTATAGTCGCAAT
CAAAAGAACTTCTTGGCCTGGTACCAGCAGAAA CCAGGGCAGTCTCCTAA

ACTGCTGATTTAC TGGGCATCCACTGGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCTT
CACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTC AC TCTCACCATCAGCAGTGTGA

AGGCTGAAGACCTGGCAGWTATTACTGTC AGCAATATTTTAGCTATCCGT
GGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATC AAACGG

SEQ 1D NO:36

DIVMSQSPSSLA VSVGEKVWSCKSSQSLFYSRNQKHE LAWYQQKPGQSPKL

LIYWAS TGESGVPDRFTGSGSGTDFTLTIS SVKAEDLA WTFG
GO . YYYCOQOYFSYP G

250
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J1) _ VH ML15-3B10

SEQ D NO:37

CAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGOGGCTTC
AGTGAAGATGTCUTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTGACTATGTTAT
ACACTGGGTGAAGCAGAAGCCTGOGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATA
TTAATCCTTACAATGATGGTACTCAGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAAG
GCCACACTGACTICAGACAAATCCTCCAGCACAGTCTACATGGAGCTCAG
CAGTCTGACCTCTGAGGACTCTACAGTCTACTACTGTACAGTAGAGGGTG
GTACCTGGGACGUGGTATTTCGATGTCTGGGGLACAGGGACCACGGTICACC
GTCTCCTCA

SEQ ID NO:38
QVOQLOOSGPELVEPGASVEKMSCKASGYTFTDY VIHW VK QKPGOGLEWIG Y

NEYNDGTOYNEKFRGKATLTSDKSSSTVYMELSSLTSEDSTVYYCTVEGGTW
DGYFDYWGTGTTVTVSS
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PATENTE DE INVENCION Ix] MODELO DE UTILIDAD [ ]
€ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [>] A
& Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [>] 4
€ Descripcion de la invencién ‘ x] S+
€ Dibujos de ser estos pertinentes [x] 324~
‘ . 4 Comprobante de pago de las tasas establecidas x] 2.
COMPLETA [X] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
€ Indicacion de que se solicita el registro de Disefo Industrial [ ]
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud { ]
¢ Representaciéon grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del (]
material que incorpora el disefio :
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
@ COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado ' {
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
€ Representacion grafica del esquema trazado [
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas _ [

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
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REFERENCIA Radicacidn No. g Hb47Yl
Salicitud interracional PCT/ERPZ2006/CG1L530
Fecha inicic fase nacional 230/0872008
Tramite 11
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Eotuacidn 430
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Como resultade del examsn 4de forma, realizado con fundamento en el articulo 39 de
la Deciaidn 486 de 1a Comisidn de 1a Comunidad andina, articulo 27 del Trakado de
Cooperacidin en Materia de Patentes {PCT), regla 51 kis del Reglamento v Circoular
nica d& la Supsrintendencia de Indestria y Comercic, se le comunica que

i, La soligiftnd no contiene la copla del documento en gue consta la oesidn ded
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su caugante. [Art. 26-k}
Decleidn 436,

En  cumplimients de lo dispuesto por el articuls 39 de 1la Decisidn 455, ze le
requiere para gqua dentro del ceérmine de doz meses siguientes a la fecha de
notificacifn del pregente oficic, complete los requisitos antericrmente enunciados.
En ca53c de nc dar cuomplimiento pregenkte requerimiento, la  zolicatud ae

considerard abandenada y perderd s vrdladién.
Notiffguese el presente ofigio coafgrme a lo dispueste en el numeral 5.2, literal

gl, del capitule gquinka del Situio pramere de la Circular Unieczs No.ld da 2001,
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requerimiento fue notificado por [ijacién en lista de




