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Patente do Invention 0 Patents do Modelo de Utilidad 

Capitulo I. U Capltuto II. 

Nombrs: GLAXO GROUP liMiTED IDENTIFICACION 

SOLICITANTE 
DirecolOn: Glass Wellcome House. 

NT fl 
(71) Serkeley Avenue, Greenford, Middlesex 

OF U Otro Li 
USE ONN, Inglaterra. 

Nacionalidad oDomiclio: Middiosez 
CuI  

Inglalerra. 
NOniero ______ ___ 

Lugar de Cortstituc,On; Irrixisawas 
y 

Gales. 

Telefono: 3264270 Fax  6089701 

E-mail  

3 
Nombre: ALICIA ILOREDA RICAURTE 

CO. NIT 0 
Direccion: CalLe 72 No. 5-83 Piso V. CE. D Otro D 

REPRESENTANTE BogotØ. Colombia 
C APODERADO 

leLØfono: 3264270 Fax  W69701 cual 

NmeroE713 TPfl 
E-mail: jIIcco@IIoredacamaoho.cOm 

Nombre: BURBIDGE, $tepben, Mthony; ELLIS. Jonathan, Henry; FORD, 
4 Susannah, K.; GERMASCHEWSKI, Volker; KUMAR. Umesh; PHILPOn, Karen, 

INVENTOR(ES) Louise; SODEN. Peter, Ernest. 

DirecciOn: GLaxosmitbKline, New Frontiers Science Park South! Third Avenue, 
Harlow Essex CMI9 OAW 

y 

GlaxosmitttKline, Gunnels Wood Road Stevenage 
Hertfordshire SCI 2NY. 

Nacionalidad 0 Domicilic: Inglaterra. 

PCT (86) 
SoLicitud Intemacional No. PCT/EP2007/2028 Fecha: 27103(07 

Publicacion Intemaclonal No. WO 2001/113172 A3 Esoha: 11/10i7 

TItulo 54) ANTICUERPOS CONTRA EL PEPTIDO AMILOIDE BETA" 

Clasificacan Internacional (51) 007K 16.1B 

Prloridad (33) Pals de Origen (32) Feclia (31) NOniero de $olioitud 

US 30/03/06 60,787588 SIE NO El 

Comprobante do Pago No. .05&6 Fecha: 19-08-08 



G ANEXOS 

Cornprobante do pago de Is tare de presnlaci6n do as solicitud. 

Docurnento qua acredila la existoncia , representsoiOn legal cuando el solioltante sea persona jurldioa. 

Dooumento de Represeritaoion Legal. 

9 Documento do cesior’ del inventor a( solzitante C g SU causar’te. 

9 
9

 
Copier do la solicitud internacional. (Resumen decripcion reivindicaciones dibtijos) 

N traduccion de Ia solicitud intemacionar el castellano- (Resunien desoripobn reivndicaoiones) 

9 Copia del reporto preliminar intenlacioriar sobre patentabiridad. 

9 rrtaducc& del cepoite preUcnic&r WilerViii sobre patentailidad, 

9 
De ser el Cargo oopia del contrato do aooeso. 

DDe set el case docuniento qua acredite la licenoia 0 autorizaciOn do usa do conocimientos 
tradicianares do fag comunidades indigenes. 

9Arte Fine] 12X12, 

9 Do ser el case informaciOn sabre otras solicitudes de patente 0 tlturos obtenidos an el exiranjero par el 
misnlo titular o Cu caussilte, relacionados parcial 0 tatalmente con Ia invention de esta soricittid. 

9 De set SI caso, modpIlca&anes efectuadas a Is solidlud unusual onal 

Otros: Repoite do DUsqueda Internacional, Docunientos Anexas al Repoile de Bsqueda international, 
Fubljcacicn i OpiniOn Escrita. 
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El ducumento que acredita la calidad de REPRESENTANTES 

LECALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o 

GLJSTAVO TAMAVO y/o ICNACIO SANThMARL4 y/ 0 

NRIQUE ALVAREZ para T000S LOS ASUNIFOS 

� RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL do la 

sociedad peticionaria, pie faculta a code uno de dichos abogados 

pra actuar individuslmente, Se esta presentando con esta solicihid. 

En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerla de cada uno 

de dichos Representantes Legaks pan actuar dentro del presente 

expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en 

cualquier tiempo respecto de la solicitud en �1 contenida. 

It 
SICIA LLOREDA RICAURTE 

T.P. No, 53.25 



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-02440 

DE LAS PARTIES PERTINENTES Dl? ON [)OCUMENTO 

PRESENTADO EN INGLES 

PODER 

LegalizaciOn Sun Poder do RepresentaciOn Legal, DocumefltO escrito an ingIs y 

an epafloJ, 

NotarizaciOn del documento es espanoL 

Hay Un selto rojo sabre una cinta verde. 

APOSTILLA 

ConvenoiOn de La Hoye del 5 de actuate 519611 

ReinD Unido do la Gran Bretana a Irlanda del Node 
- 

1. Pais: Send Unido de Is  Gran Bretana e Irlanda del None 

Este documento pciblico 

2. he sido firmado par Marlin E Buchner 

3. actuation corno Notarlo PUblico 

4 lleva el sello/estampiLla de dicho Notarto Publico 

� * 

5. en Londres 6. el 26 the agosto de 2004 

7. par el Secretanio do Estado Principal de So Majestad pars Aflritos 

Exteriores y del Commonwealth 

8. NUrnero G499865 

9. Sello/Estampilla ID, Firma: (ilegible) 

Bello de a Oticiria de Asuntos M. Monaghan 
ROJ.UCIUN 2177 

rl4 CflRt OR tiMAVO 

.. .. ... 
...
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Exteriores y del Commonwealth Per el Secretarin de Estado 

Si este documento so as a user an on pals quo no Os parte do Is Coflvencion 
de La Haya del S do octubre do 1961, dabs presentarse an Is soccion 
consular do Is mision quo represents a ese pals. Una apotiIIa a cerlificada de 
IegaIizaciOn Unicamente confirma One Is firma, sello a estampitla Sabre el 
daoumenio as autentica No signff;ca qua os rontenidos del documento sear] 
correctos a quo la Oticina do Asuntos Exteriores 

v 

del Commonwealth apruebe los 
contenidos. 

Traduddo a cli major saber y entender, este did 2 de septiembre de 2004. 

an In ciudad de Bogot& D.C. par Anita Escobar de famayc,, Traductora Oficial, 

Res  2177 de 1989, Miiisterio de Justicia. RepLiblica do Colombia. 
M&LVCIsi UflIChJ 

� ftSoLUc:IoN 2177 

j 

.J.r.;; A...... - 
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0 
Yo, of infrascrito Martin Emil BIJCHNER, Notario Püblico de  la Ciudad do 
Londres, Inglaterra, per to Autoridad Real dobidamento admitido 
juramentado, 

CE ItTIFIC 0: 

QUE es autØntica la firma suscrita a’ pie del adjunto Poder, per 5cr del puno 
y letra del Senor Don Peter John GIDDINGS, cuya identidad me consta, 
Apoderado de to Sociodad inglesa denorninada "GLAXO GROUP 
LIMITED", Sociedad legalmente constituida y existente do acuordo con lie 
leyes do Inglaterra, e inscrita an ía Cificina de Rogistro tie Sociedados bsjr, of 
n,tmero 305979, con domicilio social an Glaxo Wellcome House, Berkeley 
Avenue, Greonford, Middlesex UBG aNN, ngIaterra; 

QUE of citado Seæor Don Peter John GIDDINGS e,stÆ debda y 
suficientemente autorizado para firmar dt,cumentos do esta close, an voted 
del Feder otorgado an so favor per la referida Sociodad fechado el 30 de enero 
de 2003, one copia del coal he tenido a Is  vista; 

V QUE Ice objetos para los cuales as otorgó dicho Pricier as encuentran dentro 
do los objetos o actividades do In citada Sociedad, de acuerdo con Is Escritura 
Constitutive y los Estatutos Sociales, los Circles he tenido ala vista 

I FARA QUE CONSTE deride y come convcnga y fuero necosario expido ci 
presents C’ortificado quo firma y sello en dioha Ciudad do Londres  of dirt do 
hey veintieis do agosto del aæo dos mil cuatro, 

SCRIVENER 

Mar� EmiIBUCHNER 
Notario Pu hoc, de Londres, Inglaterra 

20 2LU3 

.........................:.....]. 

NOIARIE$ DCPL.N. 
V!O[[ 

fl! fl 



1 POS1 4. 
1a&a or DJrar 961 Ca ’i6o, 4011 SUSS,  S 

t:NV(:elf KM6(;I,OM lpI GIIP.Ar IIItIIApr  AND ’Rp’’JN JJtJ’L.-’NP 

L.CS,, (Jiiitad }(i,lgL!.la [I G,eal Ilrjlatii 01111 NOFLI[e!n 
11 ISIj See,1Ja, Ic Ga!] .I*aIage dl rolde dl, N aad 

a 

ILais rld I dOr?IFa?,r 
/ 

1.0 orfoo, 

. 

2. LI a kIe ligned h2 Ma,� i I.IS11h.11 
a die sniiC par 

3 AIS,og a] the capol ty o 1’rn]3 V 
aIian.,L Cr III 

4. 3r .s the slt.:t If çj \l,çfl3 I’itjthe 
I’s t’tLtJ IN, ssrta)itnabyn d 

C I]ra WAn I as C 
5. at oadopJ Lottdree 6. IltelIc 26 kug 14 

IL!:r14ejc5L1] PeiaiLaal SCcneInn uLIste ion r0,l01 ltd 

L .qwNo G499865 

steep Ifl igI,iLLirc NI. M,i,ia lIoa 

It 11IS dn- I] MI Inib lu he nail in a noi,’ilrvS hi III it lop pMl to the J bgva CIS ntrn}iva o .5 
01 taninar 06, it din nW ’a p,ntvn, CII it ne oe.snIa r set tim or ho n, i $3r rcp(e�IjbW Thai 
eDen ..Ann oprniiIIe or IL nLinalir,LcntLlrneoIe IIlnIvcoIifneois hint tile n,gonlnite,neaLon ninaspohlIrns 

sc.eonnnni ieoiiu6nc Ltun loll Ireso Irnol tint cn,olasio It 1111 dInelimennI ant çon,eet or met Line 
Gonogin At t3snnn,annerIla Office anpLnsnes It’  systtko. 



- - - - 

lCulanning, 

webafo f’rmados. GLAXO GROUP LIMITED, tine 
ciedad organizada y existente do conformidad con 

s byes tie Inglaterra y Gales., 

n domicilio en Giant Wellcome House 
Berkeley Avenue 
Greentord Midd$essx UBS MN 
Inytaterra 

mbremos for si presente ALICIA LI.OREDA Yb 
USTAVO TAMAYC yb IGNACIO SANTAMARIA 

ENRIQUE ALVAREZ. domiciliados an Bogota. 
con oficlnas an dicha ciudad, Celle 72 No. 

5-63. had SQ nuestros representantes legnles y 
verdaderos an Bogota, con tacuitades pars recibir 
notificaciones y nombrar apoderados judiclales 0 
extrajudiciales, con it  tin do der cumplimiento at 
parÆgrafo 10 del articulo 543 del tiecreto 410 tie 
1911. 

Los dootores ALICIA LLOREDA v/C GUSTAVO 
TAMAVO On IGNACIO SANTAMARIA yho ENRIQUE 
ALVAREZ, 0 (as apoaerados qua cualquiera tie e/loa 
designs, quedan especialmente facultados pare 
representarnos ante Its autoridades colombianas. 
administnglmas, )udithalas 0 tie polic{a, an todos on; 

$S 
machine relatives a Is propiedad industrLai, a cUyO 
erects Les recultarnos pars tier ante dishes 

40 autoridades todos Ice cases necesarlos at objeto 
indicado; clever solicitudes, declaraciones, reclamos, 
recursos y presenter desistimientos: forniular 
dsscripoiones, enniiendas. limiter 01 alcance do Pay 
solicitudes, presenter oposiciones y apelaciones; 
instaurar cancelaciones, renunclar total 
parcialmente a Los registers, abonar todos los 
irnpUestos y cuotas y Cathode radio otto ;aqo 
determinado par Is Icy; recibir lodes los documentos 
y valores. dando Cl descorgo respective; llenar 
cualesquiera otros requisites y tomer, an fin, iodaa 
lee medidas qua crayeren conduoentes ci resguardo 
de nuestros intereses; y an case de producirse 

quedan tacultados care tomar inten,encIOn como 
demandante 0 dersiandados ante as ueces qua 
I conipetentes, pudienoo tranaar, connotes a 
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas Pan 
demas facultades quo resulten necesarias, y per el 
preserite declaramos desde ahora valido y bueno 
cuonto dichos representantea Polors apoderados qua 
cualquiera tie also nombre hicieren an nuestro 

Asimismo, tacultamos a or doctores ALICIA 
LLOREDA ym GUSTAVO TAMAYC ybo IGNACIO 
SANTAMARIA so ENRIQUE ALVAREZ, pare 
solicitar an Is Oficina de Propiedad Industrial In 
protocolizacion On date documento y de cuslquier 
poder qua cuaiquiera da eLlos otorgue a ,?ombre 
n U Cairo. 

Dade y tirmado 

The undersigned, GLAXO GROUP LIMITED, a \J. 
corporation organized and existing under the laws of 
England and Wales. 

domiciled at Glaxo Weilconie House 
Berkeley Avenue 
Greenford Middlesex U88 aNN 
Great Britain 

hereby appoint, ALICIA LLCREDA and/or 
GUSTAVO TAMAVO and/or IGNACIO SANTAMARIA 
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia! 
with offices in said town, Calls 72 No. 5-83, Sixth 
Floor, our true and legal representatives in Bogota, 
With power to receive notifications and to appoirst 
judicial or extrajudiclal agents, so as to comply with 
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1011. 

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO 
TAMAVO and/or IGNACIO SANTAMARIA end/or 
ENRIQUE ALVPJREZ, or the agents by any one of 
them appointed, are especially empowered to 
represent us before the administrative judicial or 
police authorities of Colombia. In all proceedings 
pertaining to industrial property, For which purpose we 
authorize them to take before the said authorities all 
the necessary steps for the said end; to tile petitions. 
dedarations, claims, recourses and withdrawals, to 
draw up specifications; to fire aniendruonts, to limit 
the scope Of applications file oppositions; file 
cancelLations total or partially waive reglstrationc, to 
pay all insfalirnents all effect all other payments 
prescribed by law; to receive proper receipts, to 
comply with all other requirements and, in short, to 
take all hose measures which may may deem fit for 
tie protection of our interests; and in case of 
opposition, where the proceedings be passed Over to 
the courts, we authorize said agents to act on our 
behalf, as complainants as well as defendants, before 
the competent judges, with full powers to make 
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to 
collect, to appeal and, in short, with of soon further 
powers as may be required, and we hereby declare 
from now on as valid and good all that said 
representatives end/or the agents by anyone of them 
appointed may do for our benefit. 

We also authorize doctors ALiCiA LLOREDA 
andbor GUSTAVO TAMAVO and/or IGNACIO 
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply 
Or protocodizalion of this document and of any power 
of attorney by any one of them conferred in our name, 
before the Offi al Property. 

Given and sigi2 3 AUG 2004. 

..::IOTA  SHOULD EXECUTE OTHER SIDE 

2ijj 3 I 
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(I SUPERINTENDENCIA DE INOUSTRIAY COMERCIO 
ONISION DE NUEVAS CREACIONES 

ffldI]strla 3’ COffl&OO TJEIAARCHWO PROPIETARIOS 
uP EA) N TEND ENCIA P4TENJEDEIN’ENCION PCI X MODaODEUTIUa4D 0&ENOINDU$7RlAL - 

21) N de socitud (22) Feoha de soIioihj– 26103108 
51) (lasición lnlemecio.ial C07K 16/18 
7l)SolidtiIes) GLASS) GROUP LIMrrEO 

72) Invefllor(es) BURBIDGE, Stephen, Anthony; ELLIS. Jo’lathN’, Henry; FORD, Susannali, K.; GER&ASCI1EWSKI, Volker; KUMAR, Umesi,; 
PHIIYOfl, Karen, Louise; SODEN, Peter. Eniut. 
(74) Apoderedo; ALICIA LLOREDA RICAURTE 
p0) P,io, j31) N P,4Æ 32) Fec P) PaL, 

60)787,588 3O -O3-� US 

(85) From ’[mite iiio fe rixionel; 3OlOO8 87) PubIacns intemadonel 
(86) Dabs reIavos a Ia preiIacian de Ia soidiud PCT Fecha: 1111*107 

Feclia IN present oin Go IT soli*jd; 27/03107 N pLJbIacn: WO 20U1/113112A3 
No, de soIitud PCT/EP1007/052928 

(54) Tilulo; AIJflCUERPOS CONTRA EL PEPTIDO AMILOIDE BETA" 



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA V COMERCIO I 
DNION DE NUEVAS CREACIONES dy Comefflo ERACTO PARA PU8L1CAC1oN 

L_flJPERUtTENOENCA SOL1CITUDDEFATENTEDEINVENCIaNPOT 

(21) N de soiicithd; (SI) irfl Cl. C07K IS/IS 

(22) Fecha do sohciud: 26-08-08 )7loiit2n!os) GLO GROUP LIMITED 

130) Pdcid (31) *0. Pr]oTIoad 32) Pnoa (33) Pu, 
W87 588 30-03-OS US (72) iventor)es) BURBIDGE Stephen, Anthony: ELLIS, 

Jonathan, Henry; FORD, Susapnari, K; 
GERMASCHEWSKI, Voker; XLJIR, L!mesh; 
PHJLPOTT% Karen Louise; SODEN! Peter, 
F most 

{74} Apodorado: ALICIA LLOREDA RICAURTE 

(85) Fedia limito bide one naonai: 30-I 0-08 (87) PuhjicacrOn intomaoiiai 
(86) Datos roIavos a IN prosontacioni do la solicitud PCT Fecha 111IN7 

Feoha de presontacion dora solioirud; 27103107 ND pubircaoiOn: Wa 20071113172 A3 
No  do sohcitud PGT/EP200?1051928 

(54) TWO UADCUIERPOS CONTRA EL PEP1]DO AMILOIDE BETA! 

Rosunien - Rekndioaoi6ni(as): 

ReivindicaciOn nünloro I: 

Up anticuerpo terapeij!ico que 05 Un anticue’po o fragmenilo do union a anitigeno ylo denivado del misnie quo 50 UflO al pØplido 

amiioide y quo coniprende ’as sigLinentes CDR: 

CDRHI: DNIGMA (SEC ID N: I) 

CDRH2: FISNIAYSIDYADTVrG (SEC ID N: 2) 

CDRH3: GTWPAY (SEC ID N: 3) 

denlro do unia regiOn valiabie de cadena pesada humane procedente dole famtiia gnioa VH3 

CRLI. RVSOSLLFTSNGYTYLH (SEC ID N’ 4) 

CDRL2: KVSNRFS (SEC JO NIP 5) 

CDRLS: SQTRHVPYT (SEC ID N 5) 

deotfo de un a region varfable do caepl a ljgora humena procedonto do Jo seaJendi a de aminoaddos doscrita an Gen Pept con Ia 

ontrada CMSI 135 (SEC ID N: 24). 
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT 
To: 

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF 
CLXC

 
11:7my1mc THE  INTERN4 TIONAL SEARCH REPORT AND 

’ILI 111.11- [L..tL I aLLy rHE hyMn TEN OPINION OF THE INTERNATIONAL 

COn r,ut .–L& t,nrel l, tnuel I)p5 Lv SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION 

INS, I 
GaxoSm hKIIr,e 

I OLd  Corpor doP 
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 I An oltoants ca atenI,s rita At It  
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4 belOw ACTION So

 

ToSee

 M P he 1 era 

See

 tolnabonal Ijcaljon No. atjonaIIi,Idata  

pCT/EP2c07/02n2B 27 / 03 / 2 

0 The unplicanl ISM.’a In noticed that MO  nIetrahW,ai seance repon and he mrcsen IS ,hmn Vthe ir.rernatiorial Swarrftnig 
Anthony face been eu4abiinhed and tie Iran wsined herelellh. 

may; CI ame..d manes and statement .aldar Artide to  
The eppijoani in entjiieo, it he SO munch to a mead the etams Of the Inrematitalal AppiicaIiOn I If FOR AS  

teben? The rIm elm, for trIm, each amendments iu nornr ally two months irom the data ri traflum ittni or iea 
hr leinuts) 1151 Sesnch Repoil. 

Wha,e? C.tectiy the I nteinaooraL Owebu Of WI pa. 34 chetr.in den Com aettes 
t211 Banana 20. Switzmniasd. FejmJa No.: I 1-22 22842.70 

For more detailed i nahection 5. Seethe notation the accompanying meet. 

2. fl The applicant in hereby nausea that no i nreinalionuq search report Will he established and mat the deLiataOSt order 
Athele I 712}Iul to that erred and the wi Sen opinion or Me Internalionni Eeatchln ANSI are ttannmnied herewith. 

3. fl with reg&d to the potset again at OhInlhlI on tonI additional time) Inder pale 40.2, the appticenn is notli ad tttet: 

the protest togethei cith trw aeciBo n thereon has bean ttansmilted a the I ntetnanionai Bureau tothei with the 
appncanrs ’Spleen to Ionward the tents on don, the pricer and the dac1sion thereon lo the daebpnated Off all . 

E no decision has heen made yet on the model seappasammul be nolilied an $OOfl sea decision local  

4. Raalii,ders 
Stottiy alter nrc cu taltO.t at 10 .aa.,the trom mall dale � Ihe irtle:natipnd aopucain edi he pubruhed n the 
inlets atonal eure bu. if the app ,icant alehas to anoid ot pa atosne pubucatis n. a notice or withdtawai or Sle ,n letnahoflal 
epphcalion. Sr 01 the ptiority claim, must teani, Ihe International Bureau as p’otideo In reulen 90*a. I sf0 gObiES. tenn Sc busy. 
Letote me campielior. 01 the teohnic p isparetbnn lot inlernaccnai p Ublcalion. 

Teas apphcfl may subnThl roisnefItu O1 an ISnCnm Lisa’s an alas wfineJ, oplinthn of the inlets uliona Sechiflp Aulilotily to the 
international Bureau. The I riernalional Bateau will send a cony 01 such comm to an deegflhted Onhces unieLn an 
in ci natonal preu mi nary enarni narion renott nat teen ot is to ea eases! lulled. These comose ste wou U alan be tnlsee anailabie to 
AM P�blc but not betote the eapicab Cf o130 monlha Ito.n the Stand data  

Within ’0 a onths bom the ptiotity dare tail only in tespect of same des pflajed Offices. a demano br intetnah 1051 Pelim marl 
chuM nuhon macI he Inca it the apNLseI WI thee to III the en try into he nalional phase anal 30 mOn*. hum the pttarity 
date On acm a Onices elan 1345,1; oleereine. the anpuceni must, with in 23 months hom the P(ictie? date. petlotm lbs Qrencnyed 
acts tot arty into the natninal p nasa berore lhOde denignated Orriosa. 

in rsapmct on oni,er deulonaneo Onicas. the brie ilnort or 30 months br Iatei) will uopib even ii no demand "Red Si Sib 19 

monlh S. 

See me Anne US Form POTIS SI 30 I brad VdatioRaccuttangbablehroMMIS. Otf:ce by Chloe. usa the PCT APPia an 
Canoe. Vcsume it. National Chapters mad rye Wi P0 internet site. 

Name and mailing addtens or the inietsaflorrel Searching Authisity Authoti30d ohicer 
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WRITTEN OPINION OF THE lnternsanal applicance, t’a. 
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT,EP2007052928 

ox tO. I Basis ot the opinion 

� With regard pt the language, mis opinion has been established on the basis or. 

Lii me iillernaricnal application in the language in which it was filed 

0 a l,ans ’align of the International appi icgtion into which is the language of a translation furnished for lit 
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b}). 

2. With legard to any nucreotde andr amino acid £1uence disclosed in the international application and 
wceseTf to the tlal3ed itvef this oitn ties been e5tatashed On the basis ot: 

a- type or material: 

0 a sequence listing 

J tablets ) related to the sequence listing 

0. lormat of material; 

Z onpape 

0 i electronic form 

time of iilinturnishing; 

0 contained in the international application as filed. 

O 1usd logetl’er with tile international application in electronic ic(m, 

furnished subsequently to Rie, anceidtj toc the pWposSs of sItacct3. 

3. 0 In addition in the case that more than one version or copy or a sequence listing India r table relating thereto 
has been riled or furnished, the required statements that the information in the subsequent o, additional 
copies is identical In that a the appljcatjin as filed ox does not go beyond In apptoation as riled, as 
appropriate, were furnisfiejl. 

4 Addilionat comments: 

Fci PCT4SAJ 237 I 5(11 was, 



WRITTEN OPINION OF THE International application No. 

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PGT,EP2007C5292e 

hall Ill 400-eslablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial 
applicability  

The questions whether the ola"l,ed invention appears to be novel to involve an inventive step (to be nor 
obvious), or to be industrially applicable have nor been eainined in respect OF 

o the enhre international aç4IcatJOn 

claims Nos ijhs,e,pQrjainduirialalicahilil 

because: 
The said international apptication, or the said claims hoe. 1  (with resct to industrial alicability) relate 
to the to Howl ng Supper  matter which does not require an into rile tic Fl a, search (specify); 

see srate sheet 

o the description, claims or drawings (iTlcScate particular elements below) or said claims NOS. are so unclear 
that no meaningful opinion could be Formed (spec’): 

0 the c,aim$, or said claims i4os are so inadequately supported by the description that no meanirtgful opinion 
could be formed (specify): 

o no Wencluffil seanch ’epon las been established tar the whole application or far said claims Nos. 

o a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing: the applicant did not, within the 
prescribed time limit: 

0 lurriish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex Cot the 
Ad,ni in is Irative Instructions and sucti listing was not available to the international Searching 
Autho(ity in a form arid manner acceptable to it. 

o lurnish a sequence listing in electronic term complying with the standard provided For in Annex C 
of the Administrative Inslructions, and such listing was not available to the International Searching 
Authority in a for’]] and manner acceptable to it. 

o pay the required late furnishing tee icr The furnishing OF a sequence listing in response to an 
invitation under Rules 1 3ter.l Ia} or (D). 

D a meaningful opinion could not be formed wtltiout the tables related to the sequence listings, the applicant 
did not whin the prescribed time limit, lurnish such tables in electronic bra complying aiim the technical 
requirements provided tot In Annex G  01 the Administrative Instructions and such tables were not 
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it. 

o the tbtes related to the wsoleotide andtoi a%nist acid serpente related, it in eleolnonit you 011l  for not 
ccnlply, with the technical requirements provided for in Annex C -die 01 the Administrative Instructions. 

E See Supolemental box For further details 

Fora PCT.nsk: 237 lAp!I 200S 
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WRITTEN OPINION OF THE International application No. 
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PGT,Ep2007052925 

Box No, V Reasoned statenent under Rule 431mi5.1(a)(i) with regard to novelty, in,ientive Step or 
in&sfriai applicability; citauors and expleraioAs siportioq such statemofli  

I. Statement 

Novelty of Yes; Claims L2 
No: Claims 

Inventive step (IS) Yes; Claims 8-10 16, 20 
No: Claims -15 17-I 

lnduStriaJ Par Yes; Clans jul 19 20 
No: Claims 

2. Citations and reparations 

see seoarale sheet 

Box No, VIII Certain observations on the international application  

The following Observations on the clarity of the claims, descripLion, and drawings or on the question whether the 
claims are Wily supported by the description are mace: 

ince tatahead 

Form PCT.l SN 237 tApr!I 20051 



WRITTEN OPINION OF THE lrfleriiational application No. 
INTERNATIONAL SEARCHING 
AUTHORITY SEPARATE SHEET) ________ PCT/EP2007/052"5° 

a 

Re lien, If 
Non-establishment at opinion with regard to novelty, inventive step and industrial 

applicability 

I1 Claim IS relates to subject matter considered by this Authority to be covered by the 

provisions of Rule 67.1 (iv) POT. Consequently, no opinion will be formulated with 

respect to the industrial applicability of the subject-matter of this claim (Article 

34(4)(a)(1) POT), 

Re Item V 

Reasoned statement with regard to novelty, Inventive step or industrial applicability; 

citations and explanations supporting such statement 

.. 2.PrinqAfl 

2.1 Reference is made to the following documents: 

Dl: WO 20041080419 A lode URALAB Lit; WYETH CORP [US]; BASI GURIC [US]; 

SALDANHA JOSE W (GB];) 23 September 2004 (2004-09-23) 

3. Novelty 

3.1 An anti -f3-amyloid antibody comprising the six CDRs as per claim I has not been 

reported. The subject matter of claims 1-10  16,20 is novel (Article 33(2) PGT). 

3.2 An anti-p-amyloid antibody binding A3.13 with a -< which is I000x greater than said 
antibody !s K. for An, 12 has not been reported. The subject-matter of claims 11-12 is 

novel (Article 33(2) POT). 

3.3 It follows that the subject matter of claims 13-15. 17-19 must also be novel (Article 

33(2) POT), 

4. Inventive Step 

F', PCI?’ SA.2 37 jsepaoie S,l) Se el II 1EPGAp,iI 2o5) 



WRITTEN OPINION OF THE International apijlication No. 
INTERNATIONAL SEARCHING 
AUTHORITY SEPARATE SHEET) PCT!EP2007/052928 

4.1 Dl is the closest prior an to the subject matterof the claims and discloses one 

murine and two humanized versions of anti-A15 mAb 3D6 which bind A140 with an 

affinity of 880 pM (murine) or 2.06 nM, 2.24 nM (humanized) (see 01; Table i a, page 

106). The epitope bound by said mAb 3D6 versionsis sensitive to substitution* at 

position 1 which significantly reduce binding to said epitope (see 01; Residue 1; 

Table 17, pages 103-104)  by a factor of ca. lox. No information is given as to the K0 

for Aft, 11 as such. 

4.2 The subject matter of claims 8-10 (humanized forms or 2E7), IS (humanized forms or 

2E7) and 20 (mudne form of 2E7) differs from the mAbs of Dl (humanized/murine) in 

he particular structural features (amino acid sequences) of their complete antigen -

binding regions VH 
+ VL. The technical effect resulting from said differences is a K0 

for A1 of 33.8-38.3 pM (murine 2E7). 92.2-95.0 pM (humanized HI LI), 49.8-58.1 

pM (humanized H20 
) 

and 57.2-76.0 pM (humanized HSLI (see present Table I OA), 

S and no significant binding to A71 (see page 44, lines 18 22 page 28, lines 1-3)  

The technical problem to be solved by the subject matter of claims 5-10, 16 and 20 

with respect to Dl may titus be seen as the provisional anbbodies when bind the 

extreme N-terminus (including residue I) of A140 with increased affinity and 

increased selectivity. 

The technical problem has been solved by the concrete antigen binding regions SEQ 
iD Nos :26*32,28+32,30*32,34+40.36+40,38+4O and l7+19. The person 

skilled in the art would not have been in a position to predict that improved 

affinity/specificity for a AD,,, epitope comprising residue 1 was achievable, nor could 

he have predicted the structural features which result in such improvement. The 

sub)ect-matter of claims 8-10, 16 and 20 involves an inventive step (Article 33(3) 

POT)  

S 4.3 The affinity/specificity of a classical antibody is the direct result of the discrete three- - 

dimensional structure of the antigen -binding region, which relies on the structural 

features of the combination of VH + VL. regions and three CORs and four FR-regions 

per VH and VL. 

ei 5hI) ShoL 2} sPOrarl 20051 



WRITTEN OPINION OF THE International refuseO’ i No. 
INTERNATIONAL SEARCHING 
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) FCT/EP2007/052928 

4.4 It follows, that any antibody which does not comprise those structural features (i.e. 

FR regions)which result in the desired affinity/specificity, i.e. those shown in the 

working embodiment SEQ ID Nos: 19 + 32, are missing essential technical features 

of the invention. 

(i) Claims 1-4 do not technically define any donor FR regions of the claimed antibody 

as the terms "originate and "derived" encompass an unspecified number and 

unspecified type of modifications. The term "replaced by the donor antibody (claim 

4) does not define what said donor antibody is. 

(ii) Claims 5-7 do not technically define more than one to three single amino acids 

within one FR region without defining any of the other seven FR regions  

� The subject matter of claims 1-7 does not represent a complete technical solution in 

the sense of Article 33(3) ECT. 

4.5 Furthermore, claims 1-7 encompass (for example, in addition to others) the concrete / 

VL-FR4 according to SEQ ID NO: 24 which differs from the only working light VL- ( 
embodiment (SEQ ID NO: 32) in a GI 050 substitution which has not been shown to 

solve the abovementioned technical problem of improved affinity. 

Furthermore, claims 1-7 encompass four VH-FR regions "derived" or directly taken 

from VHS gene family members (i.e. VH-3-21 ,VHS-Il, VH3-7. VHS 13, VHS 74, 

VH3’64. VH023, VHS -as. VH3-53, VHS 66, VHS 20, VH3-9. VH3.43) which have not 

been shown to solve the abovementioned technical problem of improved affinity 

(SEQ ID Nos 26)28/30 are ’derived from VHS 38)  

The subject matter of claims 1-7 is deemed speculative over at least some of the 

scope claimed and does not meet the requirements of Article 33(3) POT. 

4.6 The subject matter of claims 11-12 differs from Dl in that the antibody is a different 

one. The alleged technical effect resulting from said difference is a ratio of Kc(Ai.11) 

Kc(A2.ia) of 1000 I (claims II & 12), a K0 for A1,2 of <100 poll and a KD for A02 11 

of <100 nM (claim ii) and a Kn for A1.40 of dO nM (claim 12). The technical problem 

pcT’ItAJ237 si Shell lShI 311� P0-1iI 200S1 



WRITTEN OPINION OF THE intentional appicetio’i No. 
INTERNATIONAL SEARCHING 
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to JO solved is the provision of an anti-amyloid peptide antibody with such a ratio and 
such affinities. 

rho 
solution to the posed technical problem is entirely defined in terms of the desired 

properties of the claimed antibody without providing any type of technical information 

as to how th a desideaum is to be achieved- Hence, The Subject matter of claims 

11-12 does not constitute a technical solution in the sense of Article 33(3) PCT. 

4-7 claims 13-15 & 17-19 only introduce technical features over the subject-matter at 

claims 1-7 & 11-12 which are routinely known in the art of therapeutic anti-amy!oid 

antibodies and thus do not provide any further essential technical features (Article 

33(3) PCT) 

1, Industrial Applicability 

5.1 For the assessment of the present claims 18-19 on the question whether they are 

industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States, The 

patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for 

example, does not recognize as industrially applicable the subject Matter of claims to 

the use of a compound in medical treatment, but may allow, however claims to a 

known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound 

for the manufacture of a medicament for a new medical treatment 

Re Item VIII 
Certain observations on the international application 

6.1 The expressions Qrj9!flflflg from /derived from (claims 1-3.6) implies an 

unspecified number and type of modifications, encompasses the complete 

replacement o every an1no aced coodure Who espeot to the retecence V-gene 

. encoded polypeptides and thus does not confer any type of structural or technical 

information. The reader is left in doubt as to the technical features referred to (Article 

6PCT-

6-2 In claims 6 & 7 the applicant speaks of substitutions at positions 24, 48, 93 and  

F' FGTISN237 I sple Shoc) rShel l EPcP.:I MO5) 
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within VH-regiorts (see claims 6 & 7: see pages 39, 6-7), but when one looks at the 

corresponding amino acid sequence (Le. CEO ID Nos: 26, 28, 30) one only sees 

substitutions at positions 24, 48, 97 and  This inconsistency confuses the reader 

(Article 6 PUT). 

6.3 The formulation !which ja 1000-fold greater (see claims 11-12) defines a aml 

varue Ko (A2.I) = I 000x K (Al I?), which seems to represent a highly unlikely 

result, thus raising doubts as to the reproducibility of such a Ko (AP,) Ko (AP, 10) 

ratio (Article 6 PCT). 

6.4 The following terms/expressions are unclear and leave the reader in doubt as to the 

technical teatures referred to (Article 6 PUT): 

J, 
lout residues jail within the CDR3 region is replaced (claim 4) (grammatically 

unclear) 
�!substantialiy! essentially (claims 5, 14) (subjective terminology) 

� ’antibody ... der villas (claims 11 & 12) (in absence of any concrete structural 

features may encompass anything) 
� -amyloid peptide relateddisease (claims 18-19) (does not specify which of 

the -amyloid peptides: does not specify in what way related) 

Form 20 T!ISA23? lS�pIt SheFFi i5heI 5) t EPO-AwII rD051 
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Possible steps after receipt of the international  search report (I SR) and 

written opinion oft be international Searching Authority (WO- isA) 

General For alt ic’teccaticnal gravestone. (ild on or Stec C3U2OO4 th conM,etent 
information iSA will establish an ISR It is accompanied by the WO-ISA. Unlike the Ao 

former written Opinion of the IREA (Rule 66.2 ACT), the WO- ISA is not 
ace 

meant to be responded to but to be taken into consideration for thrIlior 
procedural steps This document explains about the possibilities. 

Amending claims Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-ISA the 
under applcant may tile amended claimsunder Al 19 pCr directly with Unir 
Art. 19 POT I Aberrational Bureau of WI P0. The PCT reform of 2004 did not change 

this procedure . For further information please see Rule 46 FCT as well as 
form ACT/lS22O and the corresponding Nbtes to form RT/!S41220. 

riling a demand In principle, the wo-ISA will be considered as the written opinion of the 
for international I PEA. This shourd, in many cases, make it unnecessary to file a demand for 
preliminary inlernalioriaJ preliminary exan,inaton. If the applicant nevertheless wishes 

xnmin tion examination to file a demand this must be done before axp’ry of 3 months after the 
date of mailing of the FSRIWO-ISA or 22 months after priority 
date! whichever e pires later (Rule 54bis Kfl. Amendments under An. 
34 At can be filed with the I EtA as before! norriialty at the Same time as 
filing the demand (Rule 60.1 (b) fl. 

If a demand for international preliminary examination is filed and no 
wmmentfamendn1ents have been reserved the WO-SA will be transformed 
byline F PEA mo an I I nternationa Pebminary Report on Patentability) 
which would merely effort the content of the WO- ISA. The demand Carl still 
be withdrawn (M. 37 At. 

Ruling informal After receipt of the I SWO- ISA the ispichavent may tile informS comments 
clmmens o The WO-ISA vecO 

, ith tire I n$vv’ation( Bureau at WI P0. TheSe 
will be communicated to the designated Offices together with the I,,. 
International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the 

priority date. Reads also refer to the next box. 

End of the At the end of the international phase the International Bureau of WIRCi will 
international transform the WO-1 SA or it a demand was filed, the written opinion of the 
phase IPEA into the lp, which will then be manumi logeter wilh Orwarde 

informal comments to the designated Cfices. The IMP repPaces the former 
I

 
PER (internal ior’al preliminary examination report). 

Relevant Per Rjle 43 PT %]a 4305 [CT. Rule 44 [VT. Rule 44bs ACT, FKT Newsletter 
Rules and more 12/2003 OJ il/2003, Ci 1212003 
information 
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ANT1CUERPOS MJTICUERPOS CONTRA EL PEPTIDO AMLOIDE BE  

Campo do to finvencidn 

La presante invenciOn Se refiere a antjcuerpos qua Se men aJ pØptido 0-aniiIoido Y, 

an particular, at pOptido p-amiloide humane. La presents invencion tanibiAn Sc 

reriere a metodos pare e tratamento do enfermeddeS 0 trastornos caracterizados 

our ur,a elevacion de los niveles do -amuIoide 0 de low depositos do P-amuloide. 

particurarniente Is onfermeJad do Alzheimer con diclios antiouerpos, a 

composioionos farmaceuticas quo coruprenden dichos anticuerpos y a metodos 

10 para sit tabricacion. Otros aspectos do Is presents invenciOn serân evidentes has Is  

descripolon quo so presenta mM adetartte. 
DSCJt 

Antocedentes de Is invenclô 

i-a enfermedab de Alzheimer (Awl as Is cause miss comUn del deteroro cognitive 

S relacionado con Is adadt quo afecta a niÆs de 12 ruillones do individuos on todo el 

I mundo (Citron 1.1 (2002) Nat, Neurosci 5 Suppl 1065-1057). Las primetas foods S 
Is enfermedad so caracterizan par una pArdida progresiva de manors con un 

determine cognitive asociado 
y 

deficits dol lenguaje 
y 

del comportamientO. En last 

Ultimas fases do Is onfermedad, low pacientes desarrollan amnesia global y tienen Is 

20 funciOn motors muy reducda. La muerte as produce tipiwmente 9 MOs despues 

del diagnOstico 
y 

a menudo estÆ asociada con otras afecciories, tipicamente 

ieumorda (Davis (CL. V Sarnules S.C. kl9gal on Phacmacologtcat Management of 

Neurological and Psychiatric Disorders ads Enna S,J. and Coyle IT. (McGraw-Hill, 

New York! pÆginas 267-318)). Las temples actuates son estratogias terapeuticas 

25 quo so centran an el aIivio del deteriorc cognitive 
y 

on Ia mejora as los sintonias 

conductuales asociados con Is etioJogla do Is enfermedad an progreSo. En In 

prÆctica, estos tratamientos sólo proporcionan Un efecto eeneficionse sobre Is 

40 cognician do corta durncion, notificMdose una duracion del nivel de deterioro 

cognitive conseguido do tan solo haste 2 anos. El potencial do una terapia pars 

30 moditicar Is enferynedad quo ralentice 
y 

posiblemerite detenga Is progresión do Is 

enfermedad as enerme. Estas estratelias proporcionarian mejoras radicales 
y 

sostenidas on Is calidad do vida de low pacientes 
y 

an sus cur deduces, 1° cual as  

muy wiipontac’te, ademM d8 ceducir (OS enornies costes sani%acics g(obaes do esta 

onto mi ad a d 
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El diagnOstico cjinico de Is enfermedad its Alzheimer Se bass an una combinaclOn 

de ensayos fisicos y mentales quo conduceri of diagnOstico its one enforrnedad de 

Alzheimer posible 0 probable, DespuØs do Is muerte, Is entermedad Se confirms por 

5 signos neurologicos caracterizados on el cerebro, qua inclLlyen Is deposicion de A 

an placas parenquimÆticas y vasos cerebrates, Is fomiaciOn intraneuronal de ovillos 

neurofibrlares. perdida sinâptica y perdida do subpoblaciories neuronales an 

response espeolficas del cerebra from, RD (1991) J Neural Trans Suppl 53: 141-

145). 

Una gran cantidad the pruebas genØticas, histologicas 
y 

funcionales sugieren qua el 

peptido p-amiloide (A) as dave an Is proiresion do Is erifermedad do Alzheimer 

(Selkoe, 0. J. (2001) Physiological Reviews 81:741-766). 

15 Se sabe quo fl so produce por medio do Is escisiori de [a proteina precursors do 

beta amiloide (tanibien conocida conic APP) por una enzima aspartil proteasa 

conocida como BACEI (tarnbiOn conocida comb p-secretasa, Asp2 0 Memapsin-2) 

De Strooper, B. 
y 

Konig, G. (1000) Nature 402: 471472). Se no pcstulado quo 

edemas do Is deposiciÆr’ parenquimâUca 
y 

vascular, ciertas formas oligomericas 

20 solublos do Ap contribLryen a Is apariclOn do AD 
y 

pueden afectar a Is funcion 

neuronal iriicialmer’te perjudicando a Is funciOn sinaptica (Lanibert at al. (1998) 

Prcceedings of the National Academy of Science. U.S.A. 95: 8448-6453). Aunque 

se encuentran placas amiloides insolubles an love primeras fases do AL) 
y 

do MCI! 

an estos individuos tambiÆn estan aumentados law niveles de agre9ados de A 

25 soluble (qua recited el non,bro do oligOmeros 0 ligandos difundibles derivadas do 

At (POOL) 
y 

los niveles do An soluble Se correlacionan major con Is dogeneraciOn 

neurofibrilar 
y 

Is perdida its marcadores sinapticos qua Its placas its amiloido 

� 

(Naslund at. al. (2000) J Am Med Assoc 283: 1571-1577, Vounkin, S. (2)01) Nat. 

Mod. 1: 8-19). El A42 muy amiloidogØnico y las formas truncates an el extremo 

30 amino Apx-42 son It espedes predominantes its AP encontradas tanto on places 

difusas como on placas sonilos (Iwatsubo, 1(1994) Neuron. 13:45-53, Gravina, SA 

(1995) J. Blot Chem, 270:7013-7016). Los nivolos relativos its Ap42 parecon ser el 

regulation cave de Is agregacion do A13 on places amiloides, do facto as he 

dernoswado quo A42 forma agregados more rÆpidaniente quo otras formas do Ap 
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in vitro (Jarrett iT (I 993) &ochemist,y. 32:4693-4697) y A1342 como tal so he 

implicado come molØcula iniciadora an Is patogenesis do Is AD (Ycunkin 8G. 

(1998) J. Physiol (Pails). 92:289-292). Aunque A42 as Un producto mirioritariO dcl 

metabolismo do APP, los paquenos cambios an so producciOn estªri asociados con 

5 glandes efoctos sobre Is deposiciOn the A13, nor lo tanto Se he postulado qua Is 

reducciÆri its P42 solo puede ser one forma oficaz do tratar Ja AD Younkin 8G. 

(1998) J. physio/ (Paris). 92:289-292). Confirniando esta teora, Se he notificado 

qua ciertas mutaciones an los genes the Is proteins precursors do amiroide (APP) 

de In presenilina aumentan predoniinantejmente los niv&es relativos de A042 y. P0, 

0 In tanto acortan of tiempo basta Is apariciOr’ do In enfermodad do Alzheimer (AD) 

(Selkos D.J., Podlisny MB. (2002) Anna Rev. Genomics Hum. Garnet . 3:61-99). 

Sin embargo, debe tenersa an cuenta quo Is veloddad de deposición tambiØn 

depende del catabolismo y 3claramienta do AP. 

� 15 Se hen generado modelos samples de Ia deposiciôn de amiloides per 

sobreexpresiOn do transpenes humanos mutantes an ratones. Los ratones qua 

sobreexpresan tranagenes de APP humanos individuales tipicamente desarrollan 

depOsitos do p-aniiloide del tipo de places cerebrales desde Its; 12 moses do edad 

Games D. 0% as., (1995) NeluTe 373: 523-527; ISiOD K. Al sI., (1996) Science 274: 

20 99-102)), mientras qua as ratones quo Ilevan transgones tanto do APP Fiumana 

mubante como do presenilina-1 (PS-1) tipicamente desarrollan depositos de 3-

an,iloide del tipo do places cerebrales ya a los 2 mews do wad (Kurt MA. at al., 

t2001) Exp.Nemo. 171: 59-It l4cOa#an E. eta, (1999) NeUcOIbOI. Bit 6: 2S1-

244). 

25 

Se he heoho cada vez mªs evidente quo el transitions de As exageno entre el 

� sistema rerviO5O central (S!4G) y ci plasma luega no papal en Ia regLilacion do os 

niveles its amijoide cerebrales (Shibata, at al (2000) J din Invest 106: 1489-1499), 

transportandose el A3 del CSF (siglas an inglAs do liquido cefalorraquldeo) 

30 rÆpidamente desde el CSF hasta el plasma. Por 10 tanto, tras Ia vacunaciori active 

con ppdoS AD a la administraciOn pasiva do anticuerpos especificos contra All, 

los anticuerpos so unen rapidamente or A3 periferico alterando el equilibrio 

dinÆmico entre el plasma, SI CSF y finalmente of SNC. De hecho, ahora bay one 

gran cantldad do estudios quo han demostrado quo estas dos estrategias pueden 
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reducir ins niveles its A4, reducir Ia patologla producida per AP y proporcionar 

beneticios cognitivo an diversos modelos transgenicos be aniiloiciosis. Tanihien Be 

han realixado estudios limitados an especies superiores. So inmuniraron means 

vetoes caribeos (be 16-10 anos its edad) con peptido Ad durante 10 moses. Los 

5 niveles be A40 as elevaron 2-5 veces an el plasma, alcanzar’do tin niaximo an 251 

dies, mientras quo los niveles an el CSF its A1340 y A42 so redujeron 

significativamente el 100 dlas y volvieron at nivel Lnicial posteriorinente. Este 

reduccOn an el CSR ostuvo acsmpanada do una redijociari significative on to carga 

its places (Leniere, CA (2004) Am J Pathology 165: 283-297). Tambier, so 

0 de?ectaton aume,aos or los niveios plasn’aticos be AØ despues  its Ia inmunizacion 

de monos Rhesus be aided avanzada (be 15-20 anos deeded) (Gandy, S (2004) 

Alzlieimer Dis Assoc Disord 18: 44:46). 

La primera temple immune dirigida a los amiloides cerebrales fue AN-1792 do 

I 
. 15 Elan/Wyeth, are vacuna active. Este tenements Se terminó despuØs del desarrollo 

do signos cIfricos colierentes con una meningoencefalilis- Los anÆlisis be 

subgrupos sugirieron quo el tratamiento ralentizaba el deterioro its Is funciar’ 

cognitive (Nature Gun Print Neural (2005) 1:84-85). El anâlisis post-mortem its los 

I pacierTtes tambien tostrO pruebas be eIin,inacibn do olives (Gilman S. et al (2005) 

20 Neurology 64 (9) 1511 So he demostrado quo Bapineuzurnab (M13-001 

Elan/Wyeth), tine terapia pasuva be MAL, mejora significativamente las 

I puntuaciones de cognidOrt en in pequeæo esudio de soguridad do face, 1, 

Onesenfermedades o trastomos caracterizados per una elevaciOn its los niveles do 

25 3-amiloide a los depds’tos its p-arnlloide Aiduen el d&eæcro tognitivo Jove NO, 

Blasko I (2006) Neurobiology of aging tonversion from cognitive health to mild 

� cognitive impairment and Alaheimers disease: Prediction by plasma amyloid beta 

42, medial temporal lobe atrophy and Iiortiocysteine en prensa, e-publicado el 19 

be octubre de 2006). la hemorragia cerebral hereditaria con -aniiloidosis de tire 

30 Dutch, Is angiopatia phamilarde cerebral y diversos tipos do demoncias 

degenerativas tales come las asooiadas con ía onlermedad be Parkinson, a 

paralisis supranuclear progresiva, Is degeneracion basal cortical y Is entermedad its 

Alzheimer del tipo cuerpos de Leavy difusos (Mollenhauer B 2007) J Neural Traism 



e-publicado �1 23 do febrero de 2007, van Client M Lancet Ni 2006 5:655-60) 

sindron)o de Down (Mehta, PD (2007) J Neurol Sci, 254:22-7) 

CornDendio do a Irivenclón 

5 En una roalizaciOn tie Is presente invencion, Se proporciona in anticuerpo 

torapeuhco que as on anticuerpo a an fragments tie uniOn a antigono rho derivado 

del mismo que Se une a’ peptido p-amiloide 1-12 (SEC ID N: 15) con one constante 

do equilibria KD manor tie 100 ad Pero no as one at peptido 13-arniloide 2-13 (SEC 

ID NO  44) reaJizndose las dos deterrninacicnes on an ensayo do rosonancia de 

10 plasmOn superficial utilizando el peptido capturado on on chip con estreptavidina. 

En otra realizaciOri tie Is presente invencion as proporciona on anticuerpO 

terapeutico quo as on anticuerpo a fragmento do union a antigens y/0 derivado del 

mismo quo as one al peptido 13-amilolde 1-12 (SEC ID N°: 15) con one constante do 

15 equilibrio KD manor de 100 PM y que none una constante do equilibrio KD pare Is 

union at pØptido 3-amiloide 2-13 (SEC ILl N: 44) que as 1000 veces mayor que Is 

constante tie union para el pØptido 1-12 (SEC IL) NO  15), realizândose las dos 

detemilnaciones an on ensayo tie resonancia do plasmón superficial utilizando el 

pAptido capturado sabre an chip can esfreptavitiina. 

20 

En otra realizaciop, de Is presente invenciOri as proporciorla ff1 anticuerpo 

torapeulico que as on anticuerpo o fragrnento do union a indigene via derivado del 

mismo que so one at caption p-amiloide 1-12 (SEC ID N: 15) con one constants do 

euilibrio KD manor do lOU pM y quo tiene una constante de equilibria KD pars to 

25 unin at pØptido anie 2-13 (SEC ID W. 44) quo es 10,000 aces mayor quo le 

constante de union para el pØptido 1-12 (SEC ID N: 15), roalizar%dose lap, dos 

detemiinaciones an an ensayo do resonancia de plasmOn superficial utilizando el 

� 
peptido capturado sobre on chip con estreptavidina. 

30 En on aspeoto el ensayo do resonance do plasmOn superficial quo utiliza ci 

pØptido capturado sobre on chip de estreptavidina es el ensayo de Resonancia do 

PlasmOn Superficial doscrito on el ojoniplo presentado nis adelanto. En otro 

aspecto, el ecsao tie resonar a tie piasmon superficial quo utilize el pØptido 
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capturado sobro un chip do estreptavidina as el Metodo A(i) descrito bajo 51 anâlisis 

SPR BiacoreTM presentado a miss adelante. 

En una realizacion altemativa de (a presente rippardion, se prapoTolOfla un 

5 anticuorpo terapØuflco qua as un anticuerpo 0 fragmento de union a antigeno yb 

derivado del mismo quo so une al peptido 3-amlloide 140 con urla constants do 

equilibrio KU nienor do 10 nM pero nose une al pepdo p-amiloide 2-13 (SEC ID 

Ne: 44), realizÆndose las dos determinaciones an un ensayo de resonance do 

plasmon superficial descrito an el MØtodo B do los ejemplos prosentados maS 

10 adelante. 

En one realizaciOn alternative do Is presents invenciOn, Be prOpOrciOna un 

artticuerpo terapAulico quo as un anticuerpo 0 fragmento de union a antigeno 3,Th 

derivado del mismo quo Se une al peptido 3-amiloide 140 con una constants do 

IS equilibria KD manor de 10 nM y qua tiene una constants de equilibrio KU card la 

union aJ p4ptido p-amiloide 2-13 (SEC ID N: 44) qua as 1000 veces mayor due Is 

constants de equilibrio para el pØptido 1-12 (SEC ID Ne: IS), realizandose las dos 

dotemiinacicnes an el ensayo do resonance do plasinOn superficial descrito en el 

Metodo B do loss ejomplos proporcionados mÆs adelante. 

20 

En otra realizaciOn alternative do Is presents invenciOn, 55 proporciona on 

ariticuerpo terapØuflco quo as un anticuerpo 0 fragmento de union a antigeno I/O 

derivado del mismo quo so une al pØptido 13-amiloido 140 con una constante de 

equilibrio KID manor do 10 nM y qua name una constants de equilibrio KU card Is 

25 union al pØptido p-amlloide 2-13 (SEC 10 NI  44) qua eslO.000 v000s mayor qua la 

constante do equilibrio cars el peptido 1-12 (SEC ID No  15), roalizndose las dos 

determinadones on SI ensayo he resonancia de plasman superficial descrito en el 

Metodo B de loss ejemplos proporcionados mas adelante. 

30 En una reauzacion de Is presents invoncion Be proporciona un anticuerpo 

terapeutico qua es un antiouerpo 0 fragmento de union a antrgeno y10 derivado del 

mismo quo Se UflO al pØptido -amiIoide y quo compronde las siguientes CDR: 

CDRHI: ONGMA(SEC ID N°: 1) 

CDRHZ: FISNLAYSIDYAD1V1G (SEC ID Ne: 2) 
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CDRHS: GTWFAY (SEC ID N°: 3) 

dentro de urla re9iOn variable de caderia pesada humane procedente de Is familia 

genica VH3 y: 

5 CDRLI: RVSQSLLHSNGVTYLH (SEC 10 NO  4) 

CDRL2: KVSNRFS (SEC ID NO  5) 

CDRL3: SQTRHVPYT (SEC ID N°: 6) 

dentro do one regiOn variable do caderia ligera humane procedente de Ia secuencia 

de aniinoÆcidos descrita an GenPept con Is entrada CAA51 135 (SEC ID N: 24), 

10 

A Co largo de esta memoria descriptiva, los tArminos CDR, "CDRLl, CDRLZ, 

CDRL3, CDRHI, �!CDRH2!� 
y 

�!CDRH3!� siguen el sistema de riumeraciori do 

Kabat Indicado on Kabat eta:; Sequences of proteins of lmmunoIogica Interest NIH, 

1987. Par to tanto, 1° siguiente define las  CDR de acuerdo con Is inveJicion: 

15 CDR: Raiders 

ODRHI: 31-35B 

CDRH2: 50-66 

CDRH3: 95-102 

CDRLI: 24-34 

20 CDR-2 : 50-56 

CDR-3 : 89-97 

La familia gØnica VH3 y la nomenclatura de genes de inmunoglobulina relacionados 

so describe an Matsuda at al (Journal of Experimental Medicine, 188:2151-2162, 

25 1998) y Lefranc & Lefranc (The Immunoglabulin Factsbook. 2001. Academic Press: 

London). 

En una realiraciOn particular, Ia regiÆn variable de cadena pesada humane procede 

us 

30 � Un gen V soleccionado note Is siguiente subserie de miembros he Is fanlilia 

VH3: VH3-48, VH3-21, VH3 11  VH3-7, VH3-13, V13-74, VH3-64, VH3-23 

VH3 38, VH3 53, VH3-66. VH3-20, VH3-9 y VHS-43 

Un gen V seleccionado onto Is siguiente subserie de miembros do Is familia 

VHS: VH348, VH3-21 & VH3-11 

q :7 
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I El gen VH348 

0 on all del mismo. 

La secuencia an el Gonbank con Is entrada M99675 as un alelo del gen VH348. 

5 M99675 as una secuencia do nuclei del Genbank do una pieza genomica de 

ADN qua incluye dos exones quo constitUyon el gen do cadena pesada humane 

VH346 (SEC ID N’: 22) 1 coditica Is secuencia do aminoacidos do Is region 

variable proporcicriada en  Is SEC ID NT 21. En Un aspecto parljcular. Is rer6n de 

marco do Is cadena pesada aceptora hun,ana procede do M99675. 

10 

Para construir una region V complete, lEone qua anadirse una regiOn do marcO 4 at 

gen do V M99675 coditicado an Is lines germinal. Las secuencias de Is region do 

memo 4 adocuadas incluyen Jos coditicadas por el minigen JH4 humano (Kabat): 

YFDYWGQGTLVTVSS (SEC ID No  23) 

0 IS aIM/OS cuafro restos iniciales estªn dentro do  Is regiOn CDR3 quo so reemplara par 

Is CDR ontrante procedente del anticuerpo daniador. 

El especialista an to teonioa apreciara qua un gen V de Is lines germinal y on gen 

no incluyen Is secuenda codificante de Is totalidad de Is CDR3 de cadena pesada. 

20 Sin embargo, an los ancuerpos de Is invoncion, Is secuencia do CDR3 so 

proporciona por Is inmunogbobUlina donadcra. Por consiguiente, Is combinacion de 

un gen VH tab comm VH348, on minigon JH tab como JH4, y one sonie de CDR de 

cadena pesada tales comb Is SEC ID NO, I, Is SEC ID No  2 y Is SEC ID N’: 3 

(ensambladas do una ruanera para Jmitar a una region variable do cadena posada 

25 totalniente reorganpzada madura) as suficiente pare definir una regiOn variable do 

coders pesada de Is invenciOn tab coma Is represontada en las SEC ID NO  26, 28! 

sa 

La region variable codiloada por Genpept ID Ck51 134 tiene Is secuericia de 

30 an,inoªcidos proporcionada an Is SEC ID NO  24. 

La socuencia de marco de Is region variable de cadena rigera conoolda por el 

GenPept ID Q4,451 134 as Is secuencia de aminoacidos deucida de una region 

variable do cadena lgera totalmente reorganizada yes idØntica a otra secuencia de 
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aminoacidos can las mismas regiones do mamas an la base de drnos: Genpept, 

nümero do a000so: 640358 y Se desonbe an Klein, R.  at or., Eur. J. mmLmol. 23 

12), 3248-3262(1993). La secuencia codificante do ADN para CV5l 134, ala quo 

so made acceder con el NO de acceso ?(72467 del Genbarik, Be proporciora comb 

5 SEC ID N: 2E 

En Un aspeoto particular de [a irivenciOn, la region de marco de cadena pesada 

aceptora humane procede do M99675 y & minien JH4 y Is region de marco do 

cadena Iiera aceptora humane procede do CAA51 135, qLxe contiene 

IC opdonaInente una o mas, tal como do una a cuatro, mas parlicularniente de una a 

tres, sustitudones do restos amjnoacldicos basandose on los reslos 

correspondientes encontrados an eJ domnAo Vv donador quo tiene Ia secuencla: 
SEC ID NO  17 y el dominic Vque Hone la secuencia: SEC ID No  19 quo mantiene 

toda a sustanciatmente boda la afin[dad de union del anticuerpo donador para el 

15 pØptidc p-amiroide. 

Par sustancialments bode [a alirildad de union? Se enuende qua el ar’tiuerpo 

terapeutioc tiene, como maxima, una reducciOn do diez veces an Ia afinidad de 

union an ccmparaciOn con el anticuerpo donadcr. 

20 

En on aspacto mÆs particular, la refliOn de marco de cadena pesada aceptora 

humane procedente de M99675 y JH4 ttene de one a cuaho sustituciones de restos 
aminoacidicos sejeccionadas entre as posiciones 24, 48! 93 y/o 94 (riumeraciOn do 

Ksbat) 

25 

En un aspeoto mÆs particular de la invenc[On  la region de marco de cadena pesada 

aoeptora 
humana derivada do M99675 y JH4 comprende Los Siguientes restos (0 14 

� sustituto cor,servativo de los mismnos): 

(I) 

30 PosIclØn Resto 

93 V 

94 S 
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ii) 

Pool Resto 

24 V 

93 V 

5 94 S 

(iii) 

Posicion Resto 

10 48 

93 V 

94 S 

En una realizacion de la invenciori, so proporciona un anticuorpo rnra$utico quo 

Ii comprendo una cadena V.1 quo tiene la secuencia indicada en las SEC ID Na: 26, 

28 O 30 
y 

un dominic VL quo tiene la secuencia indicada on la SEC ID N: 32. 

En otra realizaciOn do la invención, Se proporoiona un anticuerpo terapeulico due 

comprende una cadena pesada qua tiene la socuoncia indicada on la SEC ID N°: 

20 34, 36 O 38 
y 

una cadend ligera quo tiene la secuencia indicada on In SEC ID NO. 

40. 

En otra realizacion de Ia invencion, so proporciona Una composiciOri farrnactilica 

quo comprende un anticuerpo terapeuco do acuordo con la invenciaci. 

25 

En otra rea!izaciOn de Is irivenciOn, Se proporciona un metodo pars tratar a un 

paciente humane quo padece una enfemiedad relacionada con el peptido I-
a 

an,iloide, comprendiendo dicho mØtodo la etapa do adniinistrar a dicho paciente � 

una cantidad terapeuticarnonto oficaz de un antic4lerpo terapOutico de acuerdo con 

30 Ina invencion. 

Tambin Se proporciona el USO de un anticuerpo terapeutico do acuordo con la 

invención on  la fabricacOn do un medicaniento para el tratarnionto do una 

enfermedad relacionada con el pØptido p-amiroido. 
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En otra realiradon de la invencion, Se proporciona un pracesc) pare In fabricacion 

de un anticuerpo terapeutico S acuerdo con In inl compreridierido dicho 

pr000so expresar tin polinticleatido qua coditica a’ anucuerpo en Una chita 

S hospedadora. 

En otra realizaciOn de la invencian, Se proporciona un polinuoleotido qua codifica 

una cadena pesada S anticuerpo terapeutico qua comprende una cadena VH qua 

none a secuencta indicada en Ia SEC UO N: 26, aBa aa. 

En otra realizacion de la invencjOri, so proporciona up pohnucleOtido quo codifica 

ma cadena igera de anticuerpo terapeutico qua cornprende un dorninio V1 qua 

tiene [a secuencia indicada an la SEC ID N: 32. 

15 En otra reahzacion de la invencion, Se proporciona un polinucleOtido qLie codifies a 

uris cadena pesada de ailticuerpo terapeutico qua hone la secuencia indicada an la 

SEC IL) N°:34, 36 6 35. 

En okra veazaciôn  do Va vcvenzkmu Se proportona rn pornathettido quo coditica 

20 una cadena gera de ontiouerpo terapeutico quo tiene In secuencia indicada en 14 

SEC ID N: 40. 

En una reaUzacion mÆs particular de la invenciOri Se proporoiorla un polinucleotido 

que codjita no cadena pesada de anticuelpo teraperSo, cornprenthendo dicS 

25 polinucleotido a secuencia indicada en la SEC ID N: 35, 37, 39 O 42. 

� En otra realizacion mªs particular do Is invencian. Se propercicrla un pclinucleOtido 

qua coditica una cadena ligera de anticuerpo terapeutico, coniprendiendo dioho 

polinucleolido la secuencia indicada an a SEC ID IP: 41 6 4. 

30 

En wa realizacion particular, el anticuerpo terapeutico qua as un anticLierpo 0 

fragmento ilo derivado del mismo esoncialmente carece do las funciones do a) 

activacion del complemento Per la ruta olasica; 
i on 

medial de Ja citotoxicidad 

celular dependents do aniicuorpo. 

’17 



En otra realizaciOn de Is irivoncion, Be proporciona on anticuerpo a UI fragmonto del 

mismo quo comprende Un dominjo VH qua tiene a secuencra: SEC ID NO  IT y un 

dominic VL quo tiene Is secuencia: SEC ID NO. 19. 

En otra realizaciOn de Ia inyonojon, Se proporciona on polinucloOtido quo codifica 

one cadena pesada do anticLierpo 0 Un fra9rnento del niismo qua ccmprende Un 

dOO’I,iO VH qua none Ia secuancia SEC JD N: 17 on particular el polinucleOtido de 

Ia SEC ID N: IS. 

En otra realizaciOn de Is invencion, so proporeiona Un polinucleotido qua codifica 

one cadena ligera do ariticuerpo U Un tragmento del niismo quo comprendo UI 

dominio VL qua lions Ia souencia SEC IC N°: 19 an particular el polinuoleOtido de 

Ia SEC ID N: 20. 

� Is 

S 
OESCRIPCIÔN DETALLADA DE LA INVENCION 

I. Estructuras de MtIcuerDo 

1.1 Mticueroos Intactos 

20 Los enticuerpos intactos normalmente son glicoproternas heteramultimAroas quo 

compronden al monos dos cadonas pesadas y dos cadonas ligeraa. Aparto de 1gM 

los anticuerpos intactos son glicoprotelnas heterotetramericas do eproximadanlente 

150 KDa compuestas do dos cadenas ligeras (L) identicas y dos cadenas posadas 

(H) identioas Tfpicamente, cada cadena ligera se one a una cadena pesada por on 

25 enlace disulfuro covaLente, aunque el nUmoro do enlaces disulfuro entie as 

colones pesadas de diferentes isotipos do inmunoglobulina varla Code cadena 

. pesada y ligera tan,bien tons enlaces disulfuro intracatenarios. Cads cadena 

� pesada tiene or, un extren,o Un domlnio variable (VH) seguido de varias regiones 

constants. Code cadena tigers tiene Un dominio variable (VL) V one region 

30 constants on so ott extremo; Is region constants de Is cadena ligera estâ alinoada 

con Is primers re9i6n constante de Is cadena pesada y el dominio variable de 

cadena ligera estª alineado con el domino variable de Ia cadena pesada. Las 

cadonas ligeras do ariticuerpos do Is maycria de as espocies de vortebrados 

puoden asignarso a uno do dos tipos denominados Kappa y Lambda basandoso an 
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Is secuericia de aminoÆcidos S Is region constante. Dependiendo de Is secuencia 

de aminoäoidos de is refl’On consnte do sug cadertes pesadas, los anflcuetpos 

humanos puederi asignarse a cinco closes diterentes, IgA, ’go IQE, lgG 0 19M. I9G 

o IgA pueden subdividirse adicionalmente an Its subolase IgGI, 19G2, lgGS e 

5 1g04; e IgAl e l9A2. Existen variances be especie, teniendo el ratOri 
y 

Is rata al 

manna 1902a lgG2b. El dominjo variable del anticuerpo confiere especwicidad de 

union al anticuerpo, representando ciertas regiones una variabilidad particular 

denominandose regiones determinantes do compIementariead (CDR). Las partes 

rnÆs conservation; de Is rei6n variable as denoniinan regiones de marcos (FR). 

10 Code use de ’Os dominios variables de as cadenas peaada 
y 

ligera intaas 

comprende cuatro FR conectadas bar tres CDR. Las CDR its code cdena so 

mant2enen juntas per las reçiones FR 
y 

can las CDR do Is otra cadena contribuyen 

a Is formacion S Its siUos de union a antigenos de Its anticuerpos. Las regiones 

constantes no estn implicadas directamerite an Is union del anticuerpo al antigeno, 

5 one quo presenter; diversas ftmciaries eectoras tales como a pa,tipac16n en Ia 

citotoxicithd niediada bar celulas dependiente de anticuerpo (ADCG), Is fagocitosis 

a troves cle Is union al receptor Fey, Is vida media/velocidad de aclarainiento a 

traves del receptor neonatal de Fc (FcRn) 
y 

Is citotoxicidad dependents del 

complemento a raves del components GIq do Is cascada del coniplemento. La 

20 regiOn constante de 19G2 humane carece S Is capacidad de netivar el 

complemento par Is ruta clasica a de niediar Is ottotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpo. La regiOn constants do 1g04 carece de Is capacidad its activar el 

complemento per Is rule clasica 
y 

media Is cjtotoxicidad celular dependiente do 

ariticuerpo solo dØbilmente. Los anticuerpos qua carecen esencialrnente de estas 

25 funojones efectoras puddler denominarse anticuerpos no lilitos’. 

1.1.1 Anticueroos hunianos 

Los anticuemos numar,os pciederi producfrse pot vanes melodies conocidos par las 

especiatistas an Is tØcnica. Los antrcuerpos liumanos pueden obtenerse par el 

30 metodo de hibridoma usarido Uneas celulares de mieloma humane a heteromieloma 

do ratOn-humano, vane Kozbor J.Immunol 133, 3001, (1964) y Brodeur, 

Monoclonal Antibody Production Techniques and ApplicatLons, pÆgina 51-63 

(Marcel Dekker Inc, 1987). Los metodos alternatives incluyeri el use de bibliotecas 

S fagos o ratones transgenicos utilizando en amuses casos repertorios de regiones 
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V humanas (vease Winter G. (1994), AnnuRevinimunol 12433-455, Green LL. 

(1999), J.Ininiur’ol.metbods 231, 11-23). 

Actualmente so diapers de varies cepas de ratones transgØnicos donS su led de 

5 inmunoglobulina do ra(ón so han reemplazado con segmeritos do genoa do 

inmunoglobulina humane (vease Tomizuka K, 2000) PNAS 97722-727; Fishld 

DM (1996) Nature Biotechnol, 14,845-851, Mendez MJ, 1997, Nature Genetics, 

15146-156) Tras Is exposiciOn a antlgenos, estos ratones pueden producir un 

roportorlo do anticuerpos hunianos a partir de Los cuales pueden seleccionarse los 

10 anticuerpos do interet 

Dabs ndicarse partioulamiente el sistoma TrimeraM (vease Eren R etal. (1998) 

Immunology 93:154-161) on el quo Se trasplantari lirifocitos humanos an ratones 

irradiados, el Sistenia do Mucuerpos do L.intocitos Seleccionados (SLAM, vease 

46 15 Babcool< at a!, PAS 1998) 93:7843-7848) an el due Se pasan ofLcaziiiente 

linfocitos humanos (0 de otras especies) a troves do un prOCediniOntb do 

generaciôn masiva de ariticuerpos reunidos in vitro seguido do un procedimiento 

sLmplificado do dilucion limitante 
y 

seleccian 
y 

01 Xenomouse lIrM (Abgenix Inc) En 

Morphotek Inc esta disponiblo one estrategia alternative quo use Is tecnolo9la 

20 MorphodomaTM. 

La tecnologla do prsontadOn do fagos puede usarse pare producir anticuerpos 

humanos (y fragmontos do los mismos), vease MoCafferty; Nature, 348. 552-553 

(1990) y Griffiths AD of as (1994) EMBO 13:3245-3280. Do acuerdo con esta 

25 tecnica, so clonen genes del dorritiio V do anticuerpos on lass an Un Qerl do a 

protelna principal o rninoritaria de Is cubierta S on bacteriOfago f’Iamentoso, tal 

come M13 old so presentan (notmalmonte con Ia ayuda cia un logo coadyuvante) 

conic fragmentos do ariticuerpos funcionales an to superticie de to particula del 

fago. Las seleccLonos basadas an las propiedades funcionales del antictierpO tienen 

30 come resultado Is seleccion del gen quo codifica el anticuerpo quo preserita esas 

propiedades La tecrijca do presentaciOn en fagos peace usarse pare seleccionar 

anticuerpos con especitiddad do antigeno a partir de bibliotecas realizadas a partir 

do celulas B Immortals tomadas de individuos quo padocen una enferniedad 0 

trastomo doscrito anteriormonte 0, come altomativa a partir do donantes humanos 
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no inmunizados (vØaso Marks; .JMolBio- 222581597. 1991). Cuando as desea an 

anticuerpo humano intacto quo comprende un domirilo Fo, as necesarlo volver a 

clonar el fragmento derivado presentado an el fago on on vector de expresion de 

niamifero qua compronde las regiones constarites deseadas 
y 

establecer Ilneas 

5 celulares de expresiOn estable. 

Puedo usarse Is teonica de maduración par afinidad (Marks; Rio/technol 10779-783 

(1992)) pairs mejorar a afinidad do union, donde la alinidad del ariticuerpo fiLimano 

prirnario Be niejora reemplazando secuencisirnente las reiones V do cadena H 
y 

L 

10 pot variantes naturales 
y 

seteccioriarido basªndose an las afiriidades de union 

mejoradas. Ahora tambiØn Se disports do variantes de esta tecnica tales como 

�’impronta do opltopo’, vease WO 93/06213. Vease member Waterhouse; 

NucI.Acids Res 21! 2265-2266(1993). 

15 1.2 Anticueroos Qulmericos y Hunianlzados 

El uska de anticuerpos no humarios intactos an or tretamiento do enfermedades 

trastomos tamarack Iota asociados as nuevos pnabfemas bier estsblecidos do 

inmunogenicidad potencial especialmente tras Ia adriiinistracion repetida del 

anticuerpo, as decir, el sistema inmune del parents puede r000nocer el anticuerpo 

20 intacto no humano como exlraæo 
y 

crear Una respuesta neutralizadora. AdemÆs do 

desarrollar anticuerpos totalmente humanos (vease entertainments), Se ban creado 

varies tcnicas a 1° large de los aæos pare solucionar estos problemas 

generaLmente irnplicari Is reducciôn de Is  composiciOn de secuencias do 

aminoÆcidos no hamsters an el anticuerpo terapØutico intacto mientras as retiene 

25 una facitidad relative para obtenor anticuerpos no humanos a partir do on animal 

inmunizado par ojemp)o, an ratOn, rata a 0000)0. For general so ban usado dos 

estrategias Was conseguir esto. La primera son anticuerpos quimericos, quo 

generalmonte cornprenden Un dominio variable no humano (pot ejerl do motor, 
� 

tal como nation) fusionado a una region constants hUmanE. Como el sitia do union a 

30 antlgenos do on anticuerpo sets localizado dentro do las regiones variables, el 

anticuerpo quimOrico rations so afpnidad do union pot el antigeno, pero adquiere las 

funciones efectoras de Ia regiOn constante humana y. par to tanto, puede realizar 

funcLones efectoras tales como las desciltas anterionnento. Los anticuerpos 

quimericos tipicamente se producen usando mAtodos do ADN recombinante. Se 



alsia of ADN qua oodif’ca los anticuerpos (par ejemplo, ADNC) V as sOcueflCia 

usando procdimientos convencionales (for ejemplo, usando sondas 

�oligonucleotldicas quo pueaen unirse especificamente a genes quo coditican las 

regiones variables de cadena H y L del anticuerpo de Is ihvencion, Per ejemplo, 

ADN do las SEC .I.D.N° 18 y 20 descritas antoriorniente). Las cØlulas do hibridoma 

sirven coma fuente tipica do este ADN. Una voz aislado, of ADN as pane an 

vectores de expresiOn quo despuOs as ulilizan para flnsectar celulas 

hospedadoras tales como E. coil, celulas COS, colulas CHO, cElLilas PerC6 

celulas de n,ieloma qua no produced de otra forma inmunoglobulinas, para obtener 

0 Is sintesis del anticuerpo. El ADN puede rnodificarse sustittsyendo Las regiones 

constantes H y   no humanas (murina$ per a secuencia coefficients de las cadenas 

H humanas corresponientes, veasel per ejemplo, Morrison; PNAS 61, 6851 

(1984). De esta manera, an atra realizaciOn de Is invenclon, as praporciona Un 

anticuerpo quimerico qua coniprende In dorninio ’4 qua tiene Is secuencia: SEC ID 

15 N: 17 y Un domino VL Qua tiene Is secuencia: SEC ID Nt: 19 fusionados a una 

region constante humans (quo puede ser do isotipo lgG, par ejeniplo, IgGI) - 

La seçunda  estrategia impica Is generacion de anticuerpos humanizadOs an las 

quo el contenido no humane del anticuerpo as he reducido humanLzando as 

20 regiones variables. Han conseguido pcpularidad dos tecriicas pass Is hLlmaniaaclOn. 

La primera as Is humaniaaciOn per injerto de CUR. Las CDR formed bucles 

proximos of extremo N del anticuerpo, donde formed una superficie montade on un 

soporte proporcionado per las regiones do rnarcos. La epeoificidad de union a 

antipodes del anticuerpo so define principalrnente per Is topografla y per las 

25 caracterlsticas quimicas de su supefficie de COR. Estas caracteristicas a su vez so 

detemiinan per Is confomiacion de as CDR individuales, Per Is disposiciOn relative 

0 
de Las CDR y por Is naturaleza y disposiciOn do las cadenas lateralos de los restos 

quo constituyen Las CUR. Puede conseguirse ima grail dismnuciofl do Is 

inmunogenicidad iniertando solo as CDR do anticuerpos no humanos (per eenipLo, 

30 rnurinos) anticuerpos ’donadores) en regiones do marcoe (region de soared 

aceptora") y contantes humanas adecuadas (vease Jones of al (1968) Nature 

321,522-525 y Verhaayen Metal (1988) Science 239, 1534-1538). Sin embargo, el 

injerto do CDR per so puddle no producir Is retencion complete de las propiedades 

do union al antigeno y a nienudo as observe qua as neceario conservar aLgunos 
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trades de marcos del anticuerpo donadcq (10 cue’ recibe el nombre an algunas 

ocasiones de reomuIaciones) an Is molØcula humanizada Si SO based recuperar 

una aflriidad de union at antigeno significative (vease Queen C at at (1989) PNAS 

86, 10029-10,033, Co, M at at (1991) Nature 36lr 501-502). En este CaSO las 

5 reqiones V humanas quo niuestran Is mayor homologla de secuencia (tlpicaimente 

de 60% o mayor) can el anticuerpo consider no humane pueden eleglrse do una 

base de rates pare proporcionar In reiôn de marco (FR) humane- La seleccion de 

FR humanas puede realizarse a partir de anticuerpos liumanos individuales 0 

anticuerpos consenso humanos. Cuando sea necesarlo, an Is re9On do marco 

10 aceptora humana Be ponen como sustituyentes los rooms clove del anticuerpO 

consider pare conservar las contomiaciones de CDR. bubble usarse Is creacion de 

modelos del anticuerpo por ordenador pro ayudar a identificar ostos testes 

estructuralmente importantes, vØase el documento W099/48523. 

IS Como alternativa, Is humanizacion puede conseguirse par on pr000so de 

"modificacion superficial (!veneering!!) Un anÆlisis estadistico do regiofles 

variables ceracteristicas de cadena pesada 
y 

ligera do inmunoglobulina humans 

n,urina revelaron qua los patrones procisos de rates expuestos son diferentes an 

los anticuerpos humorous 
y 

murinos, 
y 

Is mayorla de las posiciones superficiales 

20 individuales tienen una fuerte proferencia par Un pequeflo nOmero de restos 

diferentes (vase Padlan E.A. at a!; (1991) Mol.lmmunol.28, 489-498 
y 

Pedersen 

J.T. at at (1994) JMoIRiol. 235; 959-973). Par 10 tanto, as posible reducir Is 

inmunogenicldad de un Fv no humano reemplazando restos expuestos an are 

regiones de marcos qua difieren do los qua Se encuentran nomialniente an are 

25 anticuerpos liumanos. Como Is antigenicidad de Ins protelnas prods 

correlacioliarse can Is accesibilidad do In supi el roemplazo de restos de Is 

suporficie puede ser suficiente pare tracer qua Ia region variable de ration sea 
� 

"invisible" at sistema inrnune humano (vense tambjØn Mark G.E. et at (1994) an 

Handbook of Experimental Pl,ermaco!ogy voi.113: The pharmacology of nionoc!onel 

30 Antibodies, Springer-Verlag, paginas 105-134). Este procedinhiento de 

humanizacion so denomina "modificacion superficial’ porque solo as altera Is 

superficie del anticuerpo, los restos de soporte pemianocen sin combat. Ofras 

estrate9ias alternativas incluyeri Is indioada an ci documento W004/006955 
y 

el 

procedimiento de HumaneeringTM (Kaloblos) qua race uso de sistemas de 
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expresion bacterianos y produce anticLierpos praximos a to lines germinal humane 

or, secuencia (Afler,ito-M Advancing Protein Therapeutics eriero do 2007, San 

DiegoCalifomia). 

Los especialistas an la tOcriica apreciaran quo ci termini derivado pretends definir 

no SOlo la fuente an el sentido de ser el origen tisico para el material sinG tambien 

definir un material qua Os esucturalmente identico al material pero quo no proceeds 

de Ia fuente de referenda. De esta marine, Its restos encontrados on at 

anticuorpo donadoi no necesltan haberse purificado obiigatoriamente a partir del 

10 anticuerpo donador. 

En Is tecnica esth bieri reconocido qua ciertas sustituciones de aminoacidos Se 

conside,an !conservativa�� Los ami,oÆcidos so dMden at gourds basandose an 

las propiedades comunea the Ia cadena lateral y las sustituciones dentro de grapes 

IS quo mantienen total o sustancialmente toda Is afinidad de union del anticLjerpo 

terapeuuoo de Is invention se consideran susotuciones conservatives. veasa Is 

siguiente Table 1: 

Table I 

cadena lateral Miembros 

Hidrofoba met, ala.valleu,ile 

Hidrofila neutra cys, ser, thr 

Adds asp! glu 

Baica asn, gIn, his, lys, arg 

ique afectan a Ja orientatiOn de 

Is cadena 

9!)’. PTO 

Aromatics trip, tyr, phe 

20 1.3 AnilcuerDos biespetificos 

Un anticuerpo biespedifico as un derivado de anticuerpo qua tiene espedificidades 

de union para at means dos ep(topoS diferentes y tambiŒn lorma parte do is 

invencion. Los matrons de fabricaciOn do tortes anticuerpos Se conocen an Is 

tØcnioa. Tradicionalmente, Is produociOn recombinants de anticuerpos biespedificos 

25 Se bass an Ia coexpresiOn do dos pares de cadena H-cadena L de inmunoglobulina, 

donde as dos cadenas H tienen diferentes especificidades de union verse Millstein 
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et et al Nature 305637-539(1983). W093/06629 i Traunecker eta’ EMBO. 10, 1991, 

3655-3659. Debido a Is clasificaciOn aloatoria de las cadenas H y L! se produce una 

marcia potencial de dies estructuras de anticuerpos diferentos Is las males said 

una tiene Is especificidad do union deseada. Una estrategia alternative implies Is 

5 fusion de los dominios variables con as especificidades de union deseadas para Is 

region constante de cadena pesada qua comprende at nienos pale de Is reiOn de 

bisagra, y las regiones CH2 y 0H3. Se prefiere tener Is region CHI qua oontiene at 

site necesario para Is union de la cadena ligera presente an al menos una de las 

fusiones. El AJN qua codirica asters (usiones, y Si SC desea la cadena I. se inserter 

10 an vectores de expresion distintos y despues de utiliran para contransfectar un 

organismo hospedador adecuado. Sin embargo, as posible insertar as secLiencias 

codificantes para dos o las tres cadenas an un vector Is expresiOn. En una 

estrategia preterida el anticuerpo biespecifico so compone de Una cadmium H con 

una primers espeojfjcidad de union an un brazo y un par do carbines H-L., qua 

S IS proporcionan una segunda especificidad de union an el on brazo vease el 

documento W094104890. VAase tai Surosh Of or Methods In Enzymology 121, 

210, 1986. 

La administraciOn do protelnas terapeuticas an el cerebro so he visto obstaculizada 

20 per Is presence de In barrea hematoencefalica (BBB). Cuando Se cases 

administer un anticuerpo do Is invenciOn 0 un fragmento de anticuerpo its Is 

invencion a travAs do Is BBS, as han propuesto varies estrategias para mejorar 

niche administraciOn an case necesario. 

25 Para obtener los riufrientes y factores necasarios a partir de Ia sangre, Is BOB 

poses algunos receptores especificos qua transported compuestos desde is sangre 

� circulante at cerebro. Ciertos estudios ban indicado quo algunos compuestos tales 

como Ia insulina (vease Duffy KR at or 1969) Brain Res. 420:32-38). Is transfenina 

(vease Fishman JB of a! (1987) J.Neurosci 16:2991 y as tactores S 

30 crecimiento sernejantes a Is insulina I y 2 (vease Pardridge WM (1986) Endocrine 

Rev.7:314-330 and Duffy KR et al (1986) Metabolism 37:136-140) atraviesan Is 

556 per medjo S transcitosis mediada per receptor. Ce esta manera los 

receptores para estas molecules proporcionan un medio potencial para qua los 

antiouerpos de Is inventiOn accodan at cerebro usando los donominados 
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anticuerpos vectorizados (vease Partridge WA 1999) Advanced Drug Delivery 

Review 38:299-321). Par ejemplo, Se he demostrado qua Un ancuerpo contra el 

receptor de fransferrina Se transporta dinamicamente at parenquinia cerebral (vase 

Frider’ PM at or (1991) PNAS 88:47714775 y Friden PM at at (1993) Science 

5 259:373-377). De asia manors, una estrategia potencial as producir Un anticuorpo 

especlfico 0 Un fragmento biespecifico tal come Se he descrito anteriormente, 

donde una primera especiticidad as hacia y una segunda especificidad as hacEa 

un receptor de transports localizable an Is BBB, per ejemplo, una segunda 

especificidad hacia at receptor de transporte de trarisferrina. 

1.4 Fragmeidos do Mticuerpos 

En ciertas rellzaciones its Is invencion. Se proporciona in anticuerpo terapØutico 

qua OS Un fragmento de union a antigenos. Estos fragnientos pueden ser 

fragmentos its union a antigencs funcionales its anticuerpos intactos v/C 

15 humanizados y/o quimericos tales acme fragmentos Fab, Ed, Fab, E(abl2, Fv, ScEv 

de led anticuerpos descritos anteriormente. Los (ragrnentos quo carecen S Is 

re9iOn constants carecen de Is capacidad de activar ci conipternento par Is ruta 

choice 0 mediar Is citotoxicidad celular dependiente its anticuerpo. 

Tradicionalmente, estos fragnientos as producen par Is digestion proteolitica its  

20 anticuerpos intactos, par ejeniplo, par digestion con papaina (vØase, our ejemplo, el 

docuniento WO 94/29348) had pueden producirse direotamente a partir its celulas 

hospedadoras transfomiadas de manera recombinants. Para Is producciOn de 

ScFv. vØase Bird eta! (1988) Science, 242! 423-428- Adernas, pueden producirse 

fragnientos do anticuerpo usandc una diversidad its tØcnicas its ingenierla came las 

25 descritas ms adelante. 

Los fragmentos fv parecen tener rnenos energia its interaccion do sus dos cadenas 

qua Its fragnientos Fab Para establecer to asocaciOr, its  los dominics VH )/ VL. Se 

ban asociado con pØptidos (Birder of (1988) Science 242! 423-426. Huston eta!, 

30 PNAS, 65, 5879-5883), enlaces disulfuro (Glockshuber at al, (1990) Biochemistry, 

29, 1362 1357) t mutaciones its acoplamiento (kncb in hoW) (Zhu at at (1997)! 

Protein Se., 6, 761-7881 Los fragmentos ScFv pueden producirse par metodos bien 

conocidos par low especialistas an In tecnica. vØase Whitlow eta! (1991) Methods 

companion Methods Enzymol, 2! 97-105 y Huston at at (1993) lnt.Rev.InlnlunOI 10, 
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195-217, 195-217. Los tragmentos ScFv pueden producirse an celulas bacterianas tales 

como E. cok, porn mÆs tipicamente Se producen an cIuIas eucariotas. Un 

inconveniente de ScFv as Ia monovaloncia del producto. quo impide el aumerito do 

avidez debido a Is union polivalente, y so coda vial media. Los iritentos de 

S solucionar estos problemas incluyen (ScFv)1 bivalento produoldo a partlr de ScFV 

quo contiene one cistelna C-terminal adicional par acoplamierito quimico (Adams at 

a! (1993) Can.Res 53, 40264034 y McCartney eta! (1995) Protein Eng. 8,301-314) 

o per dimerizaciOn espontaea con especicidad do SAJo all StFv qua rontiene Un 

resto de cistejna C-terminal no emparejado (vease Kipriyanov at a! 1995) cell. 

10 Biophys 25 187-204). Como all puede forzarse a ScFv a formar 

multimeros par acortamientc del enlazador peptldico a una longitud compreridida 

entre 3 y 12 restos para formar !diacuerpos�! vease Holliger at at PNAS (1993), 90. 

6444-6448. La reducciOn del enlazador adicionalmente puede producir trimeros do 

SoFV (Iriacuerpos. tease Kortt or a! (1997) Protein End, 10, 423-433) 

15 tflÆmetros (tetracuerpos, sense Le Gall at el (1990) FEES Lett 453, 154-168). La 

construcciari de moleculas do SoFV bivalentes tambien puddle conseguirse par 

fusion genetics con motives de dimerizacion de protelnas pam formar 

!miniantLcuerpos (tease Pack at a! (1992) Biochemistry 31 1579-1584) 

minicuerpos (vease Flu et at (1996), Cancer Res. 56, 3055-3061). Tariibien 

20 pueden producible tandems ScFv-So-Fv ((SOrV)2) uniendo dos unidades de ScFv 

per un tercer enlazador peptidico, vease Kurucz at at (1995) J.1mmol.154. 4576-

4562. Los diacuerpos biespeclficos pLiederl prcducirse por media de Is asociacion 

no covalente de dos productos de fusion monocatenarios quo consister, an un 

dominlo v do an anticueppo coriectado nor un enlazador corto at dominlo VL do otto 

25 anticuerpo vease Kipriyariov at at (1998), lnt.J.Can 77763-772. La estabilidad de 

solos diacuerpos biespecificos puede rnejorarse par niedlo de Is introducciOn do 

� enlaces disulturo 0 mutaciones de acoplaniiento (’knob in hole") como so he 

� descrito anteriormente 0 por Ia formacion de diacuerpos monocatenarios (ScOb) 

doMe dos fragmental do ScFv ilbridos as conectan a travOs do on enlazador 

30 peptldico tease Konterrnann at 0! (1999) J.lmmLInol.Methods 226 170-I88. Se 

dispone do moleculas tettavalentes biespecificas par ojemplo, fusionando on 

fragrrento ScFv 31 domino cH3 do una molCcLila de I9G o a un fragmento Fab a 

travCs de Is region de bisagra, voase Coloma at at (1997) Nature Biotechnol. 15, 

159-163. Como alternative  as ban creado moleoulas tetravalentes biespecificas por 
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Is Ia tusiOn de diacuerpos monocatenarios biespeciticos (vease All at at  (1999) FEES 

Loft 454, 90-94). Tamblen pueden tormarse rncleoulas biespecificas tetravalentes 

par Is dimerizacion de tandems SoFv-ScFv con on enlazador quo contiene on 

motive de helice-bucle-hlice (minianticuerpos DiBi. vease Muller et 2/ (1998) FEBS 

Left 432, 45-4)) a one niolØcula monocatenaria quo compronde cuatro dominLos 

variables de anticuerpo (VH y VL) an one orientacion qua provierle el 

ernparejamier’to intramolecular (diacuerpo an tandem, ’lease KipriyanOv at is, 

(1999) J.Mol.Biol. 293 41-56). Los fragmentos F(ab)2 biespecificos pueden crearse 

POT acoplanilonto quiniico do traomentos Fab 0 par hoterodirnerizaciOn a travØs do 

10 crenialleras de leucina (vease Shalaby at a!, (1992) J.ExpMed. 175, 217-225 

Kostelny at a! (1992). J.lmmunol. 148, 1547-1553). Tambien so dispone de 

dominios aislados de VH y V1. vearise los documentas US 6.248.516; US 8.291.156; 

US 6.172.197. 

15 1.5 Mticueroos hetor000r,luoados 

Los anticuerpos heter000njugadas son derivados qLxe tambien constituyerl una 

realizacion do Is presente LrivenciOn. Los anticuerpos heteracanjugados Se 

cornponen de dos anticuerpos undue covalentemente forrnados usando cualquier 

metodo do reticulacion movements. Vease el docLimenta US 4.576.980. 

20 

1.6 Mass Modificaclonos. 

Se cr00 quo Is LnteracciOn onto la region Fe do Un anticuerpo y diversos receptores 

do Ft (Fc-R medIa Jos furtones etectoras del anticuerpo, quo incluyen Is 

citotoxicidad celular dependiente do ariticuerpo (ADCC). Is fijacion del 

25 compLemento, Ia tagocitosis y Ia vLda media /aclaran,iento del anticuerpo. Pueden 

realizarse diversas modif’cacianes an Is región Fe do los anticuerpos do Is 

invention
 dependence do la furiciOn efectara deseada. En particular, as regionals 

constantes humanas qua carocen esencialmento do as fuIicones do a) activation 

del complemento per Is ruta clasica: y b) mediation do Is citotoxicidad celular 

30 dependiente do anticuerpo, incluyen Is rei6n constarite do 19G4, Ia re9L6n 

constants do IgG2 y regiones constantes de gel qua contLenen rnutaciOnes 

especlticas tales coma, per ejemplo, mulaciones an las posiclones 234, 235, 236, 

237, 297! 318, 320 y/o 322 descritas an led documentos EP0307434 (W06807089), 

EP 0629 240 (W09317105) y WO 2004/014953. Se than descrito par separado 

coo 
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mulaciones on los restos 235 6 237 dentro del dominio 0H2 do Is region constants 

de cadena pesada (numeraciOn de Kabat; sistema ED Index) para reducir Is union a 

FOYRI! FCrRII y Fc1RIII y, Of 10 tanto reducir Is citotoxicidad celular dependents do 

anticuerpo (ADCG) (Duncan at al, Nature 1988, 332; 563-564; Lund at al d 

5 Immunol. 1991! 147; 2657-2662: Cliappel at al. PNAS 1991, 88; 9036-9040: BurtOn 

Woof, Mv. Immunol. 1992, 51;I-84; Morgan at al. Immunology 1995, 88; 319-

324; Hezareh at al. J. Virol. 2001, 75 (24); 12161-12168). Adeniäs, atgunos 

iriformes tambien ban descrito Is implicacion de algunos do estos restos an el 

reolutamiento 0 mediaciOn de Is citotoxicidad dependents del compleniento (CDC) 

10 (Morgan at al. 1995: Xu eta’., Cell. Immunol. 2000; 200:16-26; Hezareh eta’.. J 

Virol. 2001! 75(24); 12161-12168). Por 10 tanto, los restos 235 y 237 so ban mutado 

a restos de alanina (Brett at al. Immunology 1997, 91; 346-353; Bartholomew at al. 

Immunology 1995! 85; 4148: y docun,ento W09958679) para reduclr tend los 

efectos mediados por el complemento comb los efectos mediados por Fc(R. Los 

15 anticuerpos quo comprenden estas regiones constantos pueden denorninarse 

anticuerpos no liticos’. 

Se puede incorporar un epitopo de union al receptor de recuperacion an el 

anticuerpo para aumentar Is vida media an suero, vease el documents US 

20 5.139.217. 

Actualn,ente hay cinco recaptures Fcy humanos reconocidos, FcjR (I). Fc1RlIa, 

FC7RIIb, FoyRlIla y FoRn neonatal, Shields or al (2001) J.BdChem 276. 6591-

6604 demostraron que one serve con,ün de restos its IgG1 esth implicada an Is 

25 union a todos los FC7R mientras que Fc7RII y Fo1R111 utilizan sltios distintos here 

do esta saris comUn. Un grupo de restos do I9GI redujo Is union a Was los Fo1R 

cuando so oambiaron por alumna: Pro-238, Asp-265, Asp-270, Am-297 y Pro-239. 

Tactics estanen el domino CH2 de lgG y estªn agrupados cerca de Is bisagra que 

une CHI y 0H2. Aunque FeyRl utilize solo Is serie comon do restos de IgGl para Is 

30 union, Fc-Rll y FCyRIII Interaccionan con restos dtintos edemas do Is saris comOn. 

La alteracion do algunos restos solo redujo Is union a Fo7RII (por ejemplo Arg-292) 

� Fc7RIII (por ejenipto, Glu-293). Algunas variantes mostraron ma union mejorada 

a Fc1R11 o FoyRllt, pero no afectaron a Is union al otro receptor (per ejemplo, Ser- - 

267Ala mejoraron Is union a Fo7RII pero Is union a FOyRIII no Se viO afectada). 
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Otras variantes presentoron major union a ECrRIJ 0 Fc’cRIII Con roduccion an Is 

union a los otros recaptures (par ejemplo, Ser-298AIa mojorO Is union a FoyRlil 

redujo Is union a FoyRlI). En 01 caso do ForRIlla, las mejores variaritoS do uniOn do 

IgGI tenran sustituciones combinadas do alanina an Ser-298 GIu-333 y Lys-334. 

5 Se cree queer receptor FcRn neonatal eI implicado an Is protecciOri de nioleculas 

do IQG do Is deçradaciön y. do esta manera, an el aumento de Is vida media an 

suero y to transcitosis a raves de tejidos (10250 Junghans R  (1997) ImmunoiRes 

16. 29-57 y Chetie eta! (2000) Mnu.Rev.lmmunol. 18 739-766). Los restos do 

I9GI humana que segon Se he determinado interaccionan directamente con FeRn 

10 humane iricluyen 11e253, Ser254, Lys288, Thr307, G1n31 I, Asn434 e His435. 

El anticoerpo terapØutioo de Is invencion puede iricorporar cualquiera do last 

nioditicaciones do Is region constarite indicadas anteriormente. 

IS En one realizacion particular, at anticuerpo terapØutico caress esencialmente do es 

Ituncjones do a) aclivacion del complemerito par Is rum clasica; y to mediadon de Is 

citotoxicidad celular dependiente do anticuerpo.En one realizaciOn muse; particular. Is 

presente invenciOn proporciorla anticuerpos terapeuticos de Ia inversion que tienen 

one (0 most do los cambios do restos indicedos con dotalle anteriormente para 

20 niodlfloar Is vida medialsclaramiento y/o funciones efectoras tales como ADCC yb 

oltotoxicidad dependiento del coniplemento son lisis del complemento. 

En otro aspeclo do Is presents invenciOn, el ancuerpo terapeutico tiefle una regiOn 

constante de I2GI do isotipo humane con sustituciones de alanina (U otras 

25 alteraciories) an las postpones 235 (par steeple, 1-235A) y 237 (par ejemplo, 

G237A) (numeracion do acuerdo con el osquema EU indicado an Kabat. 

� Otros derivados de Is irivencjOn incluyen variantes do glicosilaClOn de as 

anticuerpos do Is invenciOn. Se teases que Is glioosilaciOn do anticuerpos an 

30 posanes conseadas

 

an MIS ce%ones constantes ttene or protundo etecto sobre 

Is funciOn de los anticuerpos, particulamiente as funciones efectoras tales coma lea 

descritas anteriormente, verse, par ejemplo, Boyd eta! (1996). Mol.lmmunol. 32, 

1311-1318. Se coritemplan variantes do glicosilaciOn de es; anticuerpos 

terapØuticos de Is presents ieversion an las quo so anaden, sustituy.n, delecionan 
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a o modifican urIc a Mft restas de carbohdrato L.a introduccion de on movo de 

asparagina-X-serina 0 aspara9ina-X-treonirla area on sitic potencial para Ia union 

erizirnÆtica do restos do carbolidrato y p0, lo tanto, puede usarso para manipular la 

glicosilacon do on anticuerpo. En Rain oral (2001) Biochemistry 40, 6868-8870. Is 

sialilacion terminal de Una inmunoadhesina TNFRI9G so aumento a travØs de on 

proceso do regalactosiladon yin resialilacjón usando bota-14-galactosiltransferasa 

y)o alta-2,3-&atdtransterasa. So cree qua or aumento do to siajiracion terminal 

aun,enta la vida media de In iriniunaglobulina. Los anticuerpos. do la misma manera 

qua is mayorla do las gUcoproteinas, tlpicamente as Producer an Ia naturaleza 

10 comb una mazda do glicofomias. Esta rriezc!a es particoJarniente evidente cuando 

las anticuetpos Se producen an cIuJas eucariotas, particularniento do niamJfero. Se 

ban creada vanes mModos pays labricar glicofermas delmidas. vase Zliang of S 

Science (2004), 303, 371, Sears of aI, Science, (2001) 291, 2344, Wacker of at 

2002) Science, 298 1790. Davis of at (2002) Chem Rev  102, 579, Hang at 9, 

IS (2001) Acc.Chom.Res 34, 727- De esta matters, Is invencian Se refiere a una 

pluralidad do anticuerpos terapOuticos (quo pueden set do sotipo de IgG, por 

eempto GI) como SQ descæben an este documecto que compcenen in nurneco 

definido (por ejomplo, 7 0 rnenos, por ojemplo 5 a means, tal como dos a una Sara) 

de glicofomia de dichos anUcuerpos. 

20 

Los derivados do ac4lerdo con Is invericion tambiØn incluyon anticuerpos 

terapoLfticos do Ia invoncion acoplados a in 00thabo no proteico tat comBo 

polietilenglicol PEG), polipropilenglicol 0 polioxialquileno. La conjugaciOn de 

proternas a PEG es Una tØcnica establecida pare aurnentar Is vice media de las 

25 protelnas, as[ como para reducir Is antigenicidad y la inmunogonididad do las 

protolnaa Se he investigado el use do Ja PEcilacion con difereJites pesos 

molecularos y estilas (lineal o ramificado) Con antic4JeJpos intacos as[ como con 

frgrnentos Fab’, ’ease Kaumenis I.L. at al (2000) lnt.J.Pliarniaceut, 198:83-95. 

Una reaIi2ac6n particular comprende on fragmerito do union a antlgeno de to 

30 invencOn sin as tunciones efecloras do a) aclivadOn del coniplemento por to who 

clAsJcs; y b) mediaciOn do Ia cftotoxicidad celular dependiorito do anticuerpo; gal 

como on fragmento Fab 0 un scFv) acoplado a PEG -



61 
-27-27-

2. 2. MAtodos de Producción 

Los anticuerpos de Is presents invenciOn preplan producirse on organismos 

transgØnjcos tales conic cabras (v&se Pollock of or (1999), .J.JmmunolMethods 

231:147-I57). pollos (vease Morrow KU.) (2000) Genet.Eng.News 20:1-55)! ratones 

5 (vease Pollock of or Red) 0 plantas (tease Doran PM. (2000) Curt .Opinion 

Biotechnol. 11, 199-204, Ma X-C 1998), Nat.Med. 4; 601-606, Baez U of at, 

Biopham, (2000) 13: 5054! Stoger F of a (2000) Plant MOI,Biol. 42:583-590). 

rambien Jeweler producirse anticuerpos par slntesis qulmica. Sin embargo, Joe 

anticuerpos do Is invención our  producen tlpicarnente USarIdQ (a teonoloqia do cuttivo 

10 do cØlulas recombinantes bien conocida para los especialistas an Is tonica. On 

polinucleOtido qua codifies eJ inucuerpo so alsPa y se inserts an on vector roplicable 

or coma on plasmido pare Is propagaciOn adicional 0 expresiori an and cOluJa 

bospedadora. Un sistema de expresiOn Util as on sistema do glutamato sintetasa 

(tal comb el vondido pot Lcnza Biologics), particularmento cuando is celula 

IS hospedadora as CHO o NS0 (vease mÆs adelante). El polinucleoVdo quo codifica el 

anticuerpo so aisle fâcilniente y so secuencia usando procedh,,ientos 

convencionales (par ejemplo, sondes cligonucleotldicas). Los vectores quo proton 

usarse incluyen plasmidos, virus, rates, transposones. V minicromasonias, sierido 

one realizacion tipica los plÆsmidos. Generalmeote, estcs veclores incluyen 

20 ademØs one secuencia send, origen do replicacion, uric, a more genes marcadores, 

on elomento potenciador, on promoter y secuencias de terminaciOn do to 

transcripcion unidas operativamente of pollnucIetido S cadena lJgera i/o pesada 

pare (acilitar Is expresion. Er polinuc!eOtido qua codifica We cadenas ligera 1 pesada 

puSs lnsertarse an ventures; separados e introducirso (per ejemplo, par 

25 trarisforniaciOn, ltansfecoion, elecfroporaciOn a transdiicción) an to  misma cerLxla 

hospedadora
 rA rnisrTio tempo o secuencialmente 0, si So dosea lorto Is cadena 

pesada corno Is cadena ligera pueden Insertarse an el rrlismo vector antes do dicha 

introduccion. 

30 Inmediatamente sere evidente pars los especialistas an Is tØcnica quo debido a Is 

redundancia del codigo gerlØtico, tambiØn estÆn disponibres polinuoleotidos 

alterpativos a los describes an este occurrence qua codifioan los polipØptidos de to 

invencion. 



2.1 Secijencias seilal 

Los anticuerpos de Is presents invenciOn pueden producrse como ma proteins de 

fusion con na secuencia senal beterologa quo tisne Un sitio de escislOn especifico 

an el exfremo N do Ia proteins madura. La secuencia sons’ dabs recon000rse 

5 pracesarso par is cOlua hospedadora. Pars celulas Nospodadoras procariotas, To 

secuencia sefial suede ser una fosfatasa alcalina, penicilinasa 0 secuencias Irdet do 

enterotoxina ii tejmoestabje. Para Is secrecion an levadura, las seuencias senal 

pueden set un l(der do invertasa do evadura, si ider del factor a C Ilderes do 

fofatasa acida, vease, par ejemplo, ci documento W090/13646. En sistemas 

10 celulares do nianilfero, so dispone do Ideas de secrecion virales tales coillO Ia 

secuencia serial de 9D del virus herpes simplex y secLioncias seflal do 

inrnunoglobulinas natives (tales conic cadena pesada do [g huniana). Tipicarnente. 

Is secuencia senal esta unida an Is misma mae de lecture at polinucleotido qtJe 

codifies el anticuerpo de Is invencion. 

� ’5 

2.2 Often de replicacion 

Los origenos de replicaciOn son ban conocidos en a tecnica, siendo & de pERSZZ 

adecuado pa Is mayorla de las bacterias grani-negativas, ci del plasmido 2M para 

to rnayoria ic as levaduras y diversos origenes virales tales 00110 eJ do SV40, 

20 poliorna, adenovirus, VSV a BPV para Is mayorla do as cØlulas de mamiferot 

Generalniente, para vectores de expresi&rt do mamfero Integrados no so recasts 

at componeote del ocen de repcacion de SV43. Sr enibsro, 6 at de SV40 

puede incluirse, ya qua contiene at proniotortemprano. 

25 2.3 Marcador do selecolon 

Los genes de sejeccion tipicos codfican protelnas qua (a) confieren resistance a 

� antlbticos u ones toxinas, poc eenplo, arnAoll*a neomitlna metotruxato 0 

� tetraciclina o (b) coniprementan deficiencies auxotrOfpcas 0 sun,inistran nutrientes 

no disponibles an el roedjo coniplejo a (�3) combinaciones do las dos. El esquema 

30 de seleccion puede implicar detener el crecirniento de las celulas hospedadoras quo 

no contienen el vector a los vectores. Las celulas qua so Pan transformado 

sassotoclanien%e con los genes we codca,1 d antituerpo torapØuito de IS 

presents invenciOn sobreviven debido a, par ejempla, resistencia a farmaoos 

coriferida per el marcador de seleccion aditinistradO conjuntaniente in ejenipO OS 
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et at sistema do selecoon do DUER an el quo tas tcansom\antes La gerascan an capes 

do hospedador negatives para DHFR (par ojomplo, vease Page y SydenbaPli 1991 

Biotechnology 9: 64-68). En este sistema, or gen de DHFR as adriiinistra 

cQnitlrltamente con as secuencias del pounucleotida antictierpo de to invencian V 

5 las cAlulas positives more DHFR deepuOs Se seleccionan par retirada its 

nudeOsidos del niodio. Si as n000sario, tambien as oniplea el inhibitor de DHFR 

nietotrexato pairs seloccionar [as transformantes con amplificaciOn del gen de Ia 

DHFR. Par niedio de Is union operative del gen its DHFR a las secuencias 

codificantos its anticuorpos de Is invonciOn a derivados funcionalos do las mismas, 

0 Is amplifioaoiOn del gen do a DHFR produce Ia amplificacion concornitante its las 

secuoncias de anticuerpo deseadas do interes. La9 cluIns C90 Son and lines 

celular parlicularniente Util para osta selection coil DHFRirnetotrexato i on Is 

tecoica estan bie,i establecidos metodos do ampIifiaciOn y sol000ion its celulas 

hospedadoras usando el sistema DHFR, vease Kaufman R.J. et at J.MoLBiol. 

IS (1982) 159, 601-621 como revision! vØase Werner RG, Noe W. Kopp K,Schluter 

M:’ 
Appropriate mammalian expression systems for biopbarniaceuVcalS, 

PnneinhittelForscbung. 481-80, agosto its 1998. Otro ejemplo as el sistorna 

its oxpresion its gJutamatc surcease (BeDbington at al Biotechnology 1992 Vol ID 

p169). Un gen de seleooion adecuado para use an levaduras es el gen hl,1; vease 

20 Stinclicomb eta! Nature 282 36, 1979. 

2.4 Promotoros 

Los prornotores adecuados pars Is expresion its anticuerpos its Is invenciOn as 

unen operativamente del AflNlpoliriucleOtido qua codifica or anticuerpo. Los 

25 promotores pace bospedadores procariotas incluyen at promoter de phoA, Its 

sistemas prornotores its Beta-lactamasa y do lactosa, fosfatasa alcalina, triptofano y 

promotores hibridos area come Tao. Los promotores adecuados para Is expresion 

an cØlLilas do levadura incluyn Its its Is 3-fosfo9ucerato quinasa u otras onzimas 

S glicoliticas, par ofemplo, enolasa, gliceraldehIdo 3 fosfato deshidrogenasa, 

30 bexoqulnasa, piruvato descarboxiPasa, fosfofructouinasa, glucosa 6 fostato 

isomerism, 3-fosfoglicerato malaise y glucoquinasa. Los promotores de levadura 

inducibles incluyon tea de to alcohol desllidrogenasa 2, isocitocrc4llo C, fosfatasa 

adds, metalotionelna y enzimas responsables del nietabolismo del nitrOgeno 0 its 

a utilizacion its maltosa/galactosa. 
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Los Los promotores pro la expresion an sistemas celulares do marnifero incluyen 

,roniotores do la ARN pollmemsei II incluyendo promotores virales tales coma all 

prornotor do poliorna, virus do Is viruela do las ayes de corral y adenovLrus (per 

ejempto, adenovirus 2). virus del papilorna bovine, virus del sarcoma aviar, 

titomegalovLrus (en particular el promotor del gen temprano ininediato), retrovirus. 

virus do Iri hepatitis B, acrina, viws del sarcoma do Rous f1ii y eJ promo(or 

teniprano o tardlo del virus do sirnio 40 y prauiotores no virales tales come EF-lalfa 

(Mizushima and Negate Nucleic Acids Res 1990 18(17):5322). La eleocion del 

promoter puddle baseline an la compatibilidad adecusda con ía celula Iiospedadora 

0 usada para Is expresion. 

2.5 Elemento potenelador 

Cuando sea apropiado. por ejecnplo, pare Ia expresion en eucariotas superiores, 

pueden inoJuise Flemontos potenciadores adicioriales an lugar de 0 ademas de Los 

S 5 que so ericuentran localizados an los prornotores descritOs antedormente. Las 

socuencias potenciadoras de mamitero adeuadas iricluyen elenientos 

potenciadores de globina, elastasa, abumina, llopro(eina, netalotionelria a 

insulina. Como alternative, so made user on elemento potenciador do on virus de 

celula eucariota tal como el potenciador de SV40, el potenciador del promoter 

20 temprano de citomegalovirus, potendador de poliorna, potenciador do baculovlrus 0 

locus lgG2a marine (vease el documento W004/009823). Aunque estos 

potenciadores tipicamØnte so localizan an at vector an on side cadena arriba del 

promoter, tambien pueden localizarse an otros sitios, por ejemplo, deritro do Is 

reliOn no traducida o coders abajo de la seæal de poliadeniLaciOn. La eLectiOn 

25 posicionamiens deL potenciadcr paederi basaie an La compatulidad adecuada 

con Is cØlL1la hospedadora usage pam Is expresion. 

2.0 Poliadenllacióntrerninacion 

En sistemas eucariotas, hay senales de poliadenilacion unities operativanierite al 

30 polir,ucleOtido qua codifica el anticuerpo do esta inveniOn. Estas seæales 

tipicarnente Se ponen an posiciOn 3  do la free do lecture abierta. En sistemas de 

mamifero, las senales ejempLares no limitantes incluyen las procedentes de 

hormones do crecimiento, factor do elongacion-1 alfa 
y 

genes virales (por ejemplo 

do SV40) o repeticiones tem,inales largas retrovirales. En sistemas do levadura. los 
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ejemplos no limitarites de senales do poliadenilaciOn/termillacion incluyen las 

derivadas do los genes do Is tosfoglicerato dulness (PGK) 1 is alcohol 

deshidrogenasa I (ADH). En un sisterna procariota tipicamente no as requieren las 

seflales do poliadeniLaciOn y an an lugar as habitual eniplear secuencias 

5 terminadoras mªs aortas y mas detinidas. La eleociOn de Las seouencias de 

poliadenilaciOn/terminaciOn puede basarse an la compatibilidad adecuada con Is 

cAlula hospedadora usada paid La expresion. 

2.7 Otros mAtodoselementos Dan melorar el rendlmlento 

0 Adeniâs de 1° anterIor, otras oaracterlsticas quo pueden empLearse Para meaner los 

rendimientos incluyen elernentos de remodelaciÆr, de crofliatina, intrones y 

moditicacion do codones espeoffloos para Is cAlula hospedadora- EL can do 

codones del anticuerpo de esta irwenclon puede moditicarse pare adapter Is 

desviaciOn do codones do Is celula bospedadora, tal coma para aumentar Is 

15 transcripciOn yfo el rendimiento (par ejemplo Hoekertia A at al 101 Cell Blot 1987 

7(8):2914-24). La elecoi6n do co;L  codones puede basarse an Is compatibilidad 

edecuada con Is cØlula hospedadora usada Para Is expresion. 

2.8 Celulas hospedadoras 

20 Las cAlulas hospedadoras adecuadas pare Is clonaciOn 0 expresiOn de los vectores 

quo codifican los anticuorpos do Is invencian son cØlulas procariotas. levaduras 0 

celulas eucariotas superiores. Las cØlulas procariotas adecuadas inoluyen 

eubacterias, por ejempLo, enterobacterias tales coal Escheril por ejerliplo. S 

coif (par ejernplo ATCC 31.446; 31.537; 27 325), Enferobaofer, E,w,nia, Klebsielia 

25 P,o!eus. Salmonella, par ejelTiplo, Salmonella typhimuHum, Serraua, par ejemplo. 

Sorratia marcescans y S!Hqolla, all coma bacilos tales coma B.subtiUs 

B.liohonifomiis (vOase el doumento DO 268 710), Pseudornonas tales como 

P.aeru9inosa y Sfreptomyces. Entre las clulas hospedadoras do levadura, tamblØn 

so conteniplan Saoclieromyces csmv/siae, SchizOS8cChOrOmyCeS pombo, 

30 kluyveromyces (por ejemplo, ATCC 16.045; 12.424; 24176; 56.500). ’v’arrowia 

EP402, 226), PichIa Pastoris(EP183. 070, vease tambiØn Pens of al J.BiotochnoL 

108 (2004) 185-192), Candida, Thchoderma reesia (EP244, 234), Penicillin, 

Tolypocledum y Aepeiillus tales ca10 Anidulans y A.niger. 
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Aunque Is invencion contempla espeoffloamente cØlulas hospedadoras procariotas 

do tomdoC, sin embargo, tIpcamenta as celulas hospedadoras do Is Presents 

LnvenciOri son celulas de vertebrados. Las celulas hospedadoras do vertebrados 

adecuadas incluyen cAlulas do niamlfero tales como COS-1 (P1CC No CRL 1650) 

COS-7 (41CC Cm. 1651, Thea tie ri(lon embrionaæo humano 293 Pei (Crucell), 

cØlulas renales do one de hamster (BHK) (A1CC CRL1632), BE-{K570 (AJCC Ni 

Cm. 10314), 293 (ATCC N CRL 1573). cElulas de ovarlo do hØnister chino CHO 

(porejempLo, CR0-Id, ArCC NCCL 61, una Inca celuIarCHO VHFR-r?egath’a tal 

comb DG44 (Urlaub at a’, Soniat Cell MDL Genet (1986) Vol 12 pØgirias 555-566), 

10 particularmente las Ilneas do celulas CHO adaptadas pars cultivo an suspension, 

celulas do scroll de nation, cØlulas de rinOn do mono, cØlutas reriaLes do maria varde 

africano (ATCO CRL-1587), cAlulas HELA, celulas do rirtOn canirlo (P1CC CCL 34), 

celulas do pulmon humnano (ATOC CCL 75), celulas Rep 02 y cØlulas de rnieLoma 

lintorna, por ejemplo, NSO (vease el documento US 5.807.716). Sp2it vt. 

� ’5 

De esta manera, an una realizacion de Is invencion, so proporciona uris celula 

hospedadora transfomiada do manera astable quo comprende Un vector quo 

coditica una coders pesada y/o cadena ligera del anticuerpo terapeutico desorito on 

one documento. Ilpicamente, esth ceLula hospe.Jadora comprende Un prthier 

20 vector quo codifica Ia caderia Ilgera y Un segundo vector quo codifica dicha caderia 

pesada. 

Estee cØlulas hospedadoras tambiØn pueden nMditIcarse adicconodmente por 

ingeniorja genetica o adaptarse pace niodificar ]as propensities, ftncion yb 

25 rendimiento del anticuempo do esta invencion. Los ejemplos no limitantes induyen Is 

expresiOn do enzinias especificas de modifpcaclOn (por ejemplo, gLicosilaciOn) y 

chaperones do pleamiento de protelnas. 

2.9 Woods do Cultivo Colder. 

30 Las cØlulas hospedadoras transfomiadas con veclores quo codifican los 

witicuorpos t&rapØuticos do a i’,voncOn pueden cultivarse por oualquier n,Øtodo 

conocido por be especlalistas on Is tØnnica. Las celulas hotpedadoras pueden 

cultivare an menaces rotatorios, matraces do agitaoiôn.  menaces CLlIndricos, 

resctores do agitation par codas (par e)ompo, System 1000 do wavebioteoh.com) 



- 33- 

sistemas de fibres huecas, pore Ora Is praduccian a grail escala Se prefiere user 

reactores its ueposito agitado o reactores de bolsa (per ejemplo, Wave bictech, 

Somerset, New Jersey USA) pars cultism an suspension. Tipicamente, lea 

depOsitos agftados estai adaptados pars Is aireacion usando, por ejempio, 

5 rociadores, compuertas a populaces do bale cizallamiento. En el case its lea 

columnas its burbujec 
y 

reactores do agitation per inyocciOn de sire puede usarse 

La aireaciOil directa can burbujas do aim U oxigeno. Cuanda lea celulas 

hospedadoras so cultan an un medic do outlive sin suero, Aste puede 

suplementarse con un agente protector do celulas tal coma pluronic F-SO are 

10 ayudar a prevenir lea lesiones celulares come resultado del promise de aireacion. 

Dependiendo do lea caracterisucas do Ia cElula hospedadora, pueden usarse 

microsoportes coma sustratos do crecimienta para tress celulares dependientes do 

anclaje a lea clulas pueden adaptarse a cultivos an suspension (Ia cual as tipico). 

El culture do lea celulas haspedadoras, particularmente celulas hospedadoras de 

IS veltebrados, puede utilizer una diversidad de modes do aperaciOn tales come un 

procesamiento discontinue, semicontinua 0 discontinue repetido (,ease Drapeau of 

a! (1994) cytotechnology 15: 103-109), un praceso discor,tinLAo proLongado 0 un 

cultivo do perfusion. Aurlque lea coulee hospedadoras do n,aniifero flnsformadas 

de rnanera reoomSnante pueden cuitivarse an medios qua contienen more tales 

20 come medics qua comprenden suet bovine fetal (FCS), so prefiere cuitivar estas 

celulas en medics sin more (ales como lea descritos en Keen et al (1995) 

Cytotechnology 11:153-163, o medics disponibLes en el mercado tales come 

ProCHO-COM 0 UltraCHOrM (Gambrox NJ. USA), suplementado cuando OS 

necesaria carl un fuente de energla tal comb glucose 
y 

factores do creciniienta 

25 sintAticos tales coma insulins recombinante. El unitive sin more do lea cØlulas 

hospedadoras puede requerir quo esas cOlulas so aciapten at creclimiento an 

condiciones sin suera. Una estrategia do adaptation Cs cultivar dichas mlulas 

hospedadaras an niedio quo condone suero 
y 

cambiar de manors repetida 60% del 
� 

medic do cultivo per el medio sin suero de manors quo lea celuias hospedadoras 

30 accordion a adaptarse a lea condiciones sin suero (vease, par ejemplo, 

Scharfenberg K at a! (1995) en Animal Coil teohoo!ogy: Developments towards the 

21st century (Beuvery E.C. of al edo), paginas 619-823, Kluwer Academic 

publishers). 
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t.os anticuerpas de Is invencion secretados an el media pueden retuperarse 

putlficarso a partir del medio usando una diversidad do tecnicas pars praparcionar 

un grade de purificacion adecuado para el use pro el qua estÆri destinadot Per 

e)emplc, Si USO de anticuerpos terapØuticos do Is invenciori pars el tratamiento do 

5 pacientes humanos trpicaniente exige una pureza do al menus 95% determinada 

per SDS-PAGE reductora, mas tipicamente Uris pureza do 96% a 99%, an 

comparacian con el rnodio de cultivo qua comprende los anticuerpos terapeuticos. 

En al primer cago, los desechos celulares del medio de cultivo tlpicamente so 

retiran usando centrifugacion seguido do una elope de clarifLcaciOn del 

10 sobrenadante usando, per eenl niicrofiltraciOn, ultrafiltracion y10 fifraciOn an 

prafundidad- Coma alternative el anticuerpo puedo recogorse per microfiltracion. 

uftraffltracOn 0 fl(traciOn an profunthdad sin certiftsgacidn pa- Se disporie de 

Una diversidad de teonicas distintas tales coma diªlisis 
y 

electroforesis an gel 

tEonicas oromatogratloas tales coma cromatagrafia an hidroxiapatita (W). 

15 cromatografia do atinidad (opcionalmente quo implies un sistema de senalizaciOn 

Us afinidad tal come polihistidina) y/o cramatagratia do interactiOn hdr6foba (H(C 

tease el docun,ento US 5429746). En una realizacion, los antiauerpos do Is 

invencion, despoil do diversas etapas do claril as capturan usando 

crornatografia de afinidad de Proteins A 0 0 sa9uido de stages de cromatografla 

20 adicionales tales como cromatografia do intercourse iOnlco y10 HA, intoroambia 

aniOr,ico 0 cationica oromatografia do exclusion molecular 
y 

pretipitaciori Con 

sulfato amOnico. Tipicamente tambiŒn as emplean diversas etapas de eliminaaiôn 

de virus (par ejemplo, nanafihtraciOn usando, par ejemplo Un filtra UV-20). Uespues 

de sates diversas etapas, Se praporCiona una preparacior, purificada (tipicamente 

25 monoclonal) qua ccmprende at menos 10 mg/mI a mas par ejeniplo 100 mg/mI a 

area; del anticuerpo de Is invencion V per 10 tanto constitLqe una realizacion do Is 

� invenaiOn. RuSe generarse una concentraciOn do 100 mg/ml a superior per 

ultracentritugacion. Convenieritemente, estas preparaciones carecen 
� 

sustancialmente do tormas aregadas do anticuerpos de Is invenciori-

30 

Los sisemas bacerianoS son pofliculamiente adecuados pam Is expresion de 

fragmentos do anticuerpa. Estes fragmoritos so localizari dentro de Is celula a 

dentro del periplasma. Las protelnas periplasmicas insalubles pueden odraerso 

roplegarse para former pratelnas activas de acuerdo con metodos cenacidos par los 
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especialistas an Is teonica vØase Sanchez or at (1999) J.Biotechiiol. 72, 13-20 

Cupit PM et 81(1990) Let! App’ Microbiol, 29, 273-277, 

3. Composiciones farmaceuticas 

5 Las preparaciones purificadas do ariticuerpos de Is invencion (particularmonte 

anticuerpos monoclonales) doscritas anteriomierite, pueden incorporarse an 

coniposiciories farmacØuticas para um an el tratamiento do entermedades 
y 

trastornos humanos tales come Ida indicados antoriormelito. Tipicamente, estas 

composiciones adeniªs comprenden un veblculo tarmaceuticamente aceptable (Os 

10 dean, inerte) conocido 
y 

requerido par Is prâctica farrnaceutica aceptable, vAase, 

p0, ejemplo, Reminytons Pharmaceutical Sciences, 16a ad, (1980), Mack Publishing 

Co. Los eiernplos de estos vehiculos ricluyen vehlculos esterilizados tales conic 

scluciOn sauna, scluciàn de Ringer o soluciOn de dextrose Iarnponado can 

tampones adecuados tales come acetate sdico trihidrato a un pH 

15 farmaceuticamente aceptable, tal coma un PH dentro de un intervalo de   as. Las 

composiciones farmacØuticas data inyeccin (per ejernplo, intravenosa, 

intraperitonoal, intradermica, subcutanea, intramuscular 0 intraportal) 0 infusiOn 

continua conveniontemente carocen de materia on particulas visible 
y 

pueden 

coniprender do I my a log do antLcuerpo terapeutico, tipicaniente be 5  m a I 9. 

20 mäs especifLeamente de 5 mg a 25 mg 0 50 my de anticuerpo. Los metodos para Is 

prearaci6n do estas cornposiciones farmacOuticas son bien conoddos para los 

especiauistas an Is tAcniea En una realizaciOn, las composiciones farmacuticas 

comprenden be I mg a 10 g be as anticuerpos terapØulicos do la invencion an 

homes do dosificacion unitive, opcionalmente junto con instrucciones do use. Las 

25 composiciones tarniaceuticas de a invencion pueden liofilizarse (secarse par 

conelaciOn) para reconstituirse antes do Is adrninistraciOri do acuerdo con metodos 

bien conocidos o evidentes para as especiauistas an Is tØcnica. Cuando his 
� 

realizaciones de Is invenciOn compendium ariticuerpos do In nvertciOn con un 

isotipo I9GI a la composicion farmaceutica Se le puede anadir un quelante de 

30 ones motuicos inciur1aa cobre, tal coma cilrato (par e]empo, citrate sOdiCO) 0 

EDIA 0 histidina, pars roducir el grade de degradiackan mediada par metal do 

antictiorpos de este iso!ipo, vease el dccume,to EP0612251. Las composiciones 

farniaceuticas tambien pueden comprender un solubilizante tel COmo ufla base de 

7.. 
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aryinina. on agents detergente/anti-agregacion tel come polisorbato 80 y un gas 

inerte tal come nitrageno para reemplazar el oxlger’o del espaclo superior del vial. 

Las dosis eficaces 
y 

las regimenes do tratamiento para administrar el anticuerpo do 

5 Is inversion generalmente so detemiinan empiricamente 
y 

dependen de factores 

more 00mG Is edad, el peso 
y 

el estado de salud del decants, 
y 

Is enfermedad 

trastorno a tratar. Estos factores estÆri dentrrj del âmbito del medico a cargo del 

caso. Puede encontrarse urla gula pare Is seleccien de lea deals apropiadas, per 

ejemplo, an Smith at al (1977) AntIbodies in human diagnosis and therapy, Raven 

10 Press, New York pero an general sea do I my a ID g. En ma realizaciOn, el 

regimen do dosificacion para el tratamlento do on paciente humane as do I my a I 

del anticuerpo terapØLl000 de Is invenciOn adininistraft per via subcutanea una 

vii a Ia semana 0 cada dos semanas, 0 per infusion intravenosa cada I O 2 moses. 

Este dosifpcaciOn corresponds a 0014-140 mg/kg tal como 0014-14 mg/kg. Las 

IS composiciones do Ia presents invencion tambiØn pueden usarse profilacticarnente. 

4. Jims clinicos. 

be apreciarÆ quo las enfermedades caracterizadas per una eLevacion de low niveles 

de 3-amiloide o per depsitos do -ami1o’de incluyen ía enferriiedad do Alzheinier, 

20 deterioro cognitivo eve, sindrome do Down, hemorragia cerebral hereditaria con 

amiloidosis do too Dutch, angiopatla -amilolde cerebral 
y 

diversos tipos do 

deniencias deeneratas tales coma Las asociadas con Is ertfemiedad de 

Parkinson, parªlisis supranuclear progresiva, degeneracion basal cortical 

enffinnedad de Aionharmair del &po be cuerpos be Leavy difusos 

MM preferibleniente, Is eriferrnedad caracterizada por una elevacian de los niveles 

� 
de 3-amiloide o depOsitos do p-amlloide as Is enfermedad do Azhi 

Aunque Ia presente invencion as he descrito principalmente an relacion al 

30 tratamiento de enfermedades o trastorno humanos, tambiCn puede tener 

aplicaclones an or tratamiento do erTfermedades 0 trastomos similares on 

mamiferos no humanos. 

’-S 
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Elemplos 

Marcos 

BiacorSfBiacoro 3000 un dispositivo qua permite niedir as cineticas a tienipo 

real do interacolones moleculares usando SPR 

3 SPR (resonance de plasnian superficial) - fenomeno fierce 

enipleado per Ids instrumentos Blacrorels pace medir 

los canibios do mass an un chip do detecciOn 

CM5 chip de detecoiôn BecomIM con one superticie do 

propOsitos genera(es recub’erta can urla matriz de 

10 dextrano carboxiFiletilada 

ELISA ensayo S inmtinoabsorbente ligado a enzinia 

SRU Tecnologla do biosensor SRU BINDTM quo permute 

controlar las intreracciones bioqulmicas sin marcador 

Integra CLI000 Mini-biorreactores verididos par IBIS ntegra 

IS Biosciences 

EMAT teonologla do ensayo de rnicrovolun,en fluorimOtrico 

(Applied Biosystems) 

A616200 sistema de de(ecciôn celular corifocal macro do 

nuorescencya Os Applied esystems 8200 PaVa EMAT 

20 FPLC Crornatografla uiquida do proteins rÆpida 

ProSepA HiTrap Coltimnas de Proteins A para FPLC vendidas per GE 

lea Lthca re 

25 Materiales 

OMSO dimetilsulfOxido 

� HEPES N-(2-hidroxietil)piperazina-N-(2-âcidO etanosulfonico) 

EDTA ªcido etilendiaminatetraacetLco 
Trig HO’ - hidrocbvro de tris-hidroximetil)amin0metah0 

30 NaCl - cloruro sOdico 

Tween20 - monolaurato do polioxietilenosorbitano 

BSA - albümina do suero bovine 

PBS - solucian salina tamponada carl fosfato 

PEA - parfomlaldehido 
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MS - all rnetilado industrial 

DAB - 33!dianhinobenoidina 

DMEM medic de Eagle modificado por L)ulbecco 

FOS suera bovino fetal 

5 Opti-MEM mead basado an S medlo do Eagle modificado de 

I nvitrogenlGi bco 

Lipofeotamine agents de transfeociOn de cØlulas basado an lipidas 

catiórticos vendido par lnvitroge&Gibco 

Transfast agents as transfecciOl, liposomal vendido par Promega 

10 Versene agents quelante do iones metªlioos (Æcido 

eti lend i arninatetraacAtico) 

Glutamax fo,ma eslabie de glutanlina anadida al medic do cultiva 

(suplemento dipeptldico L-Ananil-L-Glutamina) 

Histaclear agents de aclaramiento do tejidos 

is 

tampon HBS-EP Tampon BiacoretM para propOsitos generales qua contiene 

HEPES 0.01 M, pH 7,4, NaCl 015 M, EDTA 3 mM, 

surfactarite P20 al 0005% 

20 Oeneracion do anticuerpo monoclonal de ratan 2E7 

El anticuerpo monoclonal do ratOn 2E7 so generO a partir de Ufla inmunizacion 

corwencional de stores. Sc inmunizarori ratones con -aniLloide 1-40 y 142 

soluble o agregado, farmulado an adyuvante do Freund. DespuØs del rofuerzo final 

sin adyuvante, los esplenocitos so fusionaron con ceLuls do rnieloma. Las cØlulas 

25 tuslonadas Se dejaron cr000r an placas do 96 pocillos, an lea quo lo 

sobrenadans as as fiihridarnas Se sometieron a ma investigadó" para encontrar 

posibles indicios. El anticuerpo seleccionado 2E7, quo ee obtuvo par inmunizaciOn 

� Carl -amiloide 140 soluble, era do isotipo lgG2a muriric y tenia actividad do union 

a beta-amiloide an el ensayo de salida descrito mas adelante y una afinidad de 36.1 

30 PM para el beta-amiloide 140 medida Par BiacoreiM, MØtodo A(i) (Table bA), 

oeo do �pftopos do 2E7 
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Pam Para mapear firialmente In union del antioLlerpo 2E7 al peptido -amiIoide, as utilize 

una sane S peptidos (A). La Gene do Options (A) consistia an Una Genie its 31 

replicas solapantes do 12 aminoacidos qua cubrian to secuencia complete del 

peptido 13-amiloide 142. Code peptido secuencial so iniciO an el amiriocido 

5 secuencial dentro del pØptido -amLLoide, canibiando do aster ri’anera In secuencia 

oubierta ante peptidos secuenciales pa Un solo aniinoÆcido. Tortes los pØptidos do 

In sere (A) contenlan Un enlazador C-terminal do 3 aniinoacidos (glicina-serina-

glicina) y Un rosto de lisina biotinilado terminal. Ademàs, todos los peptidos excepto 

el peptido A131 DAEERHDSQYEVGSGK-biotina (SEC ID N: IS) estaban acetilados 

10 an el exlremo N. Una segunda eerie de peptidos (senie (B)) consistla an deleciones 

secuenciales C-tenminales de Un aminoÆcido de Un peptido quo contenia los 

aminoÆcidos I a lode Is secuencia do 5-amiloide. Tortes los peptidos do la sere 

(B) contenian Un enlazador C-terminal de 3 aminoacidos (glicina-senina-glicina) y Un 

� more do lisina biotinilado terminal, porn Carl restos adicionales do glicina y sonina 

IS pam reeimplezar as aminocidos do p-amiloide deleclonados (labia 2). be esta 

manena, lodes los peptidos de Ia eerie (B) tiene Is misma longitud. 

Table 2 

Secuencias de pØptidos biotinilados (senie (0) quo 

20 contenian fragmontos N-temiinales fruncados do p-amiloide 

DAEFRHDSGYGSGGSK-biotina (SEC II  NO  7) 

DAEFRHCSG--GSGSGSK-biotina (SEC ID N: 8) 

OAEFRHDS--GSGGSCGK-biotina (SEC ID N: 9) 

25 DAEFRHD--GSGGSGGSK-biotjna (SEC ID N°: 10) 

DAEFRH�GSCGSGGSGK-biotina (SEC 10 N: 11) 

DAEER�GSGGSGGSGSK-biotina (SEC ID N: 12) 

DAEF�GSGGSGGSGGSK-biotina (SEC ID N: 13) 

DAE--GSGGSGGSGGSGK-biotina (SEC ID N°: 14) 

30 

Control do Is union de 2E7 a peptldos derlvados do pParnflamider usando 

Bioserisores Opticos 

So lavaron places recubientas can estreptavidina SRU BlfldTM do 96 pocillos (SRU 

Biosysterns) con PBS quo contenia DM$O al 1% pam retiran el glicenol y el 
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coriservanto. Se dejO Un volurnen de 50 MI/pocillo a temperature ambiente pro 

proporcionar on valor basal constante. Los peptidos biotinilados so diluyeron a 

aproxirnadamente 0,3 tglml an PBS qua contents DMSO at 1%, as anodron 50 

do cada uno a los pocillos 
y 

Se incubaron durarite aproxinadarnente I 1. Se 

5 prepararon podiLos por duplicado usando thferentes soctores de Is placa ySe osO al 

menDs an control sin peptido an cada sector para restar Is referenda de los dates. 

Despues de Is capture de los peptidos, Is plane se lava con PBS clue contents 

OMSO at 1°/c, dejando 50 tI do tampon reciente por pocillo cars proporcionar on 

nuevo valor basal an el lector. No so observe ninguna descomposiciOri del pØptido 

10 do La superficie. El tampon despuØs so reemplaza con 40 illpocillo do tampon qua 

contenla anticuerpo do ensayo a one concentraciOn 20-64 nM entente 2 home. So 

desoubrio qua el anticuerpo 2E7 solo so unla al peptido qua inclula 05 aniino&ctdaS 

1-12 del section -amiloide en Is serie de peptLdo (A) (peptido Aj31, SEC ID N: IS). 

Este rosultado implica qua el addo aspârtico an el resto I es a(tico pera la union a 

15 este peptido. 

Pam caracterizar adiciorialmente el sitio de union del anticuerpo 2E7, Se ulilizó Is 

saris de peptidos (B). Usando Is metodologla del biosensor SRU BINDTM, el 

anticuerpo 2E7 mostrO una union insigniffoante a 05 pØpttos qua inclutan Ins 

20 aminoÆddcs I-s 
y 

14 del pØptido 13-amiloide (SEC ID NO: 14 V 13). La union a un 

pptido qua incluia los aminoacidos 1-7 del pØptido 3-amiloide (SEC ID N: 10) foe 

comparae ale del peptido quo inolufa los aminoâcidos 1-12 del rapids 3-amiloide 

(do Is serie da peptidos (A)). Se observo Is union a peptidos qua inclulan los 

arninoacidos 1 -So 1  del p@ptido -amiloLde (SEC ID N: 12 U 11), pero tue mas 

25 dthil (modido per Is estabilidad despues de one etapa do lavado adicional) quo Is 

union al pØptido quo inclula los aminoªcidos 1-7 del pØptido p-amiloide (SEC ID N: 

� 

10). 

Va asia mane,a, as ha demostrado qua solo as requieren los rescue 1-7 del peptido 

30 13-amiloide cars Is union total, modido usando esta rnetodologia. 

Ensayo do Resonancia de PlasmOn Superficial 

AdeniÆs de los expenimentos descritos anteriormente, se use el biosensor oplico 

BiacoreiM 3000 cars contioler Is union del anticuerpo 2E7 a peptidos dorivados de 
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Is secuencia de 3-amiloide seleccionedos. La union so midiO irlyoctando 

anticuerpos de ensayo a una concentracion do tiasta 64 nM durante 5 minLitos 

were led peptidos eapturados an distintas supefficies de chips de estreptavidina 

(130-230 RU (uriidades do resonancia)). So usO Un tamp&i de procesamiento 

5 (HBS-EP) qua contenla 1-JEPES 001 M pH 74 NaCl 0.15 M! EUTA 3 MM 

Surtactante P20w al 0005% a 25t a un caudal do 20 al/min. Todos Ids enSayOS 

utilizaron una doble referencia frente a una superfiie blanco de estreptavidina 0 

inyecciones blanc.,. El anal so realizO usando el software de analisis Bil 

BlAevaluationTM verion 4.1. Los resultados de less pAptidos seleccionados do Is 

10 
serb (A) confirmaron adicionalmente less datos obtenidos con SRU BINDIM 

indicando quo 2E7 so We Unicamerite al pØptido quo incluia log amiroddos 1-12 

(SEC ID N: 15) del peptido -amiloide con una constante de equilibrio aparonte KO 

de 
aproximadamente 50 pM. En las mismas candidacies, 2E7 no as unla al pØptido 

qua inclula los aminoacidos 2-13 del poptido p-arniloide. 

15 PeptidoA2-13 AEFRHUSGYEVHOSGK-biotina (SEC ID No  44) 

El metodo experimental 
y 

las condiciones usadas permilieron Is deteccion do 

moleculas de alto anLdad, pea taniblen de manor atinidad - an el mismo sistema 

experimental, a diferencia do 1° quo ocurria con 2E7, as domostrO qua otro 

20 anticuerpo qua reconocla un epitopo N-terminal del peptido -amiloLUe Se unto al 

peptido 2-13 (SEC ID Al 44) con una KID aparente he 7 nM. 2E7 nose unla a una 

solecciOri de pdptos S la gene (A) procedentes do reQioIies inlerrredias del 

peptido -amiLoide. En otro experimento, el pØptido 3-amiloide 140 se capture a 

caves de su resto de acido aspÆrtico N-temiinal quo se bathe biotinildo. Este 

25 pptido so capture en un chip reoubLerto con estreptavidina BjecoreTM coma se tie 

descrito prevLamente. El anticuerpo ZE7 inyeotado a una concentraciOn 66 nM 

durante 1 minute no pudo unirse a este pGptido. Par 10 tantO, Se conclLxye qua el 

sitio do union N-terminal descrito previanlonte so enmascaraba per 01 enlazador y of 

metodo do captura, confirniando adicionalmente quo el extreme N centierie an Site 

30 de union al nücleo. 

Union de Is Protelna Precursors de Nniloide (APP) ExDresada an Celulas 

B 
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El -amiloide estª compuesto per pephdos formados por Is oscisiOn proteolitica do 

one proteins precursors transmembrana do tipo I doriominada pi-olelna Precursors 

do amiloido (APP). Como APP tione on dominio extacelular grande, Is union a eats 

proteins podria inieiar una roacciOn do citotoxicidad dependents be anticuerpo 

5 (ADCC) 

Para caracterizar Is union do on anticuerpo a Ia APP de longitud complete do Is 

superficie celular, as utilizO on ensayo FMATTM basado an AB18200. 

Transfeccion de celulas HEK2931 con ADN de APP do tipo silvestr& 

0 Se mentioned celulas -{EK293T an media DMEM F12 quo contiene FCS al 10% 

(vi,,) 
y 

l)c Glutamax. Las celulas as siembran an maracas be Cultivo its tejLdos its 

75 W2y se  dejan crecer Posts one confluencia be 6080% (18-24 h) antes do Is 

transfeccion. Para Ia transfeccion, as mozclan 9 pg its AUN (A[)N do APP de tipo 

� silvestre (en el vector PCDNA3.1 (Invitrogen)), o vector solo on los controles) con 

15 03 ml be medio Opti-MEMTM. Se mezclari 30 pI do agents, do transfection 

LjpofeclamThe’M con 0,3 ml be media Opti-MEh4TM 
y 

so rounen las dos mezolas. Las 

mezclas reunidas Se incuban a temperature aimbiento durante 30 minutes antes do 

La adiciOn its 48 ml mÆs do medio Qpti-MEM1M. La meacla final so arlade a las 

cerulas dospuØs do aver con niodio CpMEMTM) durante 5  
y 

despuOs so anaden 

20 6 ml be suero de ternero rocien nacido al 10% (v/v) on DMEM 48 bores despoil do 

Is transfeccion, as Mira of sobrenadante, Is mon()capa so lava an Vorsene 
despuØs 

se aadon S ml Per agents quekante Vedfairwro a cada matraz, se incurred 

durante 5 minutes a 37°C, 
y 

las cElulas separadas so ceritrifugan a 200 g durante 5 

minutes. El sedimento call resonance as rosuspende suavemonte an 1 ml be 

25 tampn its ensayo (suero flatado con calor al 2%. BSA al O,%, NaN3 al 0 1% en 

PBS p1-I 7,4 filtrado a troves tie on filtro its 0.2 um) pare crear una suspension be 

oneincla celula. 

Ensavo basado an A818200 FMATTM 

30 Be diluyeron anticuerpos be ,nsayo (2E7, Ige be raton LN27 (Zymed) contra of 

dominic extracelular do APP como control positive. 
y 

UI ariticuerpO G210 q(1e 

reconoco Is forma <40 del pØtido p-amiloide come control nogativo) a 10 rtgirrl On 

tampOn its ensayo [pltrado its forma esteril (suero tratado con color at 2%. BSA al 

05%, NaN8 at 0,1% an PBS PH 7,2) on one place its polipropileno, 
y 

dospues as 
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Mai roaliraror, sois diludonos mae seriadas 1:1 en La place- Como blanco so usö 

tampon do ensayc sOIo A cada pocillo do una place de 96 pocillos so Is arLauieron 

50 rL de one suspension do celulas HEI<293T transfectadas con ADN do APP do 

(po siIstio (Expencnerito 1:10.000 cØlulas; Experimenta 2: 2fl000 celulas), y Se 

S anadieron 5 ii do cada and do Las soluciones do anticuorpo a pocillos para obtener 

on duplicado. Despoil so anadieron a cada podllo 50 il/pocillo do soluciOn Madre 

do fgG anIi-ratOn F WTna and (�1 ariticuerpo so mama usando e ccoranta 

reactivo monofuncional Scull F_MATW do ABI, 4328408), diluido 1:600 (Exporirnento 

I) y 1:1000 (Expecimento 2) en tampon do ensayo, via place so agitO broveniente 

N so dejO sethrnentar dIJIaIUe I jiora. La placa despuŒs so 10)6 usando Si ssts’"a Of, 

deteccion celular corifocal macro do fluorecencia ABi 8200 (Api fliosystor,is). 

Los dates do recuentos obtenidas despues so terpreIayon usando S software do 

Is hoja do calculo EXceITM. En resumed, Ids recuentos do las clulas transfettadas 

15 do farina simulada so restarorl do Ids recuentos do cluIas transfeotadas con APP 

do lor,itud complete pare otener tine senal especJllca pEa cada anticLierpo. Se 

elLgieron dos concentracionos de anticuerpo qua estaban an la parte Lineal do Is 

curva (1,25 y 0,63 uig/ml), los recreates obtenidos corrogidos con rospecto al efecto 

do fonda a esas concentraciones so expwsaron con,o el porceritaje de union al 

20 anticuerpo LN27, y as calcuLo Is media do los dal obtenidos a let dos 

canceritracionos do anticuerpo. Los dates rosultantes as describeri an Is Table 3 (% 

do unibn a LN27 –SE) 

Do osta manors, denim do ease sistema do ensayo, Is uniOn do 2E7 a APP do Ia 

25 surficis aslular no se panda distinguir de Is del anticuorpo do control negativo 

0210. 

Table 3 

anticuerpo Exponimento Exponimento 

1000171,  160-0+4,,7  

G210 5,5–1,3 20–1,6 

9.9t3,7 2,2–1,4 



Union al PØIdo Derivado de ía Proteiria PNcLflOra use Amiloide 

Los estudios de mapeo do epitopos descrLtos anterormer,te han domostradO quo ci 

anticuerpo 2E7 Se une al oxirerno N del pØptido 3-amiloido, sienda esencial ci resto 

5 do ªoido aspârUco an Is posicior, I pare Is union. Etc sugiore quo eL aritcuerpo 

reconoce un epftopo neo formado per Is escisiOn de APP en el sitio de Is - 

socretasa. Este observacion sugerirTa qua el anticuerpo 2E7 no dabs reconocer Is 

secuencia del pØptido APP adyaconte. Pare ensayar esta hLpOtesis, so sintetLzO Un 

peptido APP (POptido APPI SEC ID N’: 16) quo inclu(a as restos 1-7 del poptido 

10 p-amiloide 
y 

los cinco aminoâcidos derivados do APP adyacente. Be esta nianera, 

el pOptido APPI contenla amirloacidos contiguos needs Is posicion 5 N-terminal on 

el sific de escision EACE-1 a Is pasicion 7 C-terminal an el sitio de escision BACEI 

y 

estaba acetilado N-teniinaltmente. La cepacidad del anticuerpo 2E7 do unirse al 

pOptido derivado de APP APPI 
y 

oL peptido -amiloide 1-12) (peptido Al) as 

15 comparo usando Ia metodologla BiacoreTM (cno se he descrito previarnento para 

eJ raped do epltopos). El anticuerpo 2E7 mostrO Una ate atinidad de union al 

peptido p-amuloide Ap-1, qua contiene el epitopo bØsico 1-7. Sin embargo, no so 

observO ninguna union al pOptido APPI qua tambien contier’s La secuencia 1-7 

dell/ada del p-amiloide bMico. 

20 PØptido A131 DAEFRHDSGYEVGSGK-biotinE SEC ID NO: 15 

APPI AcNH-SEVKMDAEFRHDGSGK-biotifla SEC ID N: 15 

Se he Lilizado una combinacion de union celular basada an FMATTM y moped de 

pliptil basado an Bil pans domostrar quo, or estos tomiatos, 2E7 no tiene 

25 afinidad de union por Is protelna APP do Iongitud compfeta- Dada qua ci testo do 

Æcido aspartico en Is posicion 1 del peptido -amilcide Os necesario pare Is union, 

so concluye qua 2E7 sold reconoce el extreme N use del pEptido p-amiloiue y. per 

10 tanto, no dabs unirse a Is MOP expresada an IS superticie ceLular, 

30 Actividad BIoIÆaita In Vivo 

Modelo do Salida do 1125 p-Miiloldo 

Varies estudios publicadcs han demostrado qua us anftuerpcs contra el 13-amiloide 

pueen Tormar complains con el peptido 3-amiloide an IS corriente sangutnea. So 

indica qua esta torniacLon de complejos de -amiloide periterico facilita Is Salida de 



i?2 
- 46 - 

amiloide del SNC a Is cements sanguinea (DeMattos RB, PNAS (2001). 98(15); 

8850-8655). Be creO un modeLo larmacodiriàmicc agudo pan sScdonar 

antLcuerpos con respecto a ma capacidad de former coniplejos con peptido 0- 

amilolde derivado its crebro en [a corilente sangLilfee. 

Se indujo anestesia (Isotiurano at 4% en ratones C57/8L6J macho y so 

mantuvieron (isoflurano at 15%) en oxlgeno at 100%. DespuØs, Its animates se 

pusierorl an un marco estereotäxico. Desuºs de one inciOn cry a linear media a Ia 

largo 
do Is suture sagital, as perforo on oriticio a troves del crrteo y Sc inserto one 

10 cÆnu!a gula en et venfriculo cerebral lateral (courderadaa anteriopostetior (AP) .0,5 

mm lateral (L) �07 mm, ventral (V) -2,5 mm). Be perforaron dos orificios rns a 

trves del crÆneo en los iue se pusieron confulbus corticales. !a canula so anc!r5 en 

so sitio per medic de gel do cianoacrilato y la incision Se suturO alrededor de Is tape 

do gel do cianoacrilato. Cespues do fia operaclOn, Los rOtcnOS recibieron 0,3 nil do 

S 15 soluciOn sauna per via subcutÆnea y Se pusieron en on medio caliente ,ara quo Se 

recuperaren do ía anesteia. rras a recuperaciOn del reejo do enderozaniieflfo, los 

ratones de encerraron individualmente y reciberon cuidados convencionales 

durante los 5 Was siguientes a ta operaciOr. No so frolonteal procaOi,nientos 

durante Los 5 dies posteriores 0 hasta qua as recuperO el peso previo a Is 

20 operaciOn. DespuAs de a recuperacior, as veriticO Is  catcaciOn do Ia canula Per Ia 

respuesta de inestiOn de liquido a Is angioterisina II. Cads ratOn recibio Is 

adniinistracion intracerebroventricutar (ICy) (5 iL) do lOG rig do angiotensiria ’(Al!) 

(reconstitute on solucion salina at 0.9%). Despus de Is  administraciOn do All  Se 

observO Is ingests de ague tharante 15 rninutos. En los esW&as so ncLuyeron 

25 ratones con una respuesta dipsogOnica positiva a Is All (ingestion de liquido 

sostenida), qtle comenzo no arites do cinco dies desde of i?1ciàn do All. 

En 0’ die del estudic, los ratones so pusieron durarlte 5-10 niinutos en un msdio 

ceuiente tiara inducir Is vasodiLataciOn, necesaria para facilitar Is inyeccion an Is 

30 vena do Is cola. Be inyetO anficuerpo as ensayo (800cg) 0 vehIculo do PBS (Con 

un volunien de dosificacion no mayor do 10 nil per kg de peso corporal) a coves de 

Is vane de Is cola y los ratories Se devolvieron a sus jaulas Thdivueles despuØs do 

Is inyeccion. Exactamente one here despuØs de Is inyecciOn en la vena do Is  cola, 

an los ratones Se inyecto Icy Lentamente (2 sI per mound) con 2 rig 0 rcCi) dO Po
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beta-amiloide 140 (Amershani Biosdenoe UK) an on volumen de dositicación do 

5 ’iI. Exactamente cuatro horas despues de Is deals ICV, so recogieror’ 50 ’L de 

sanre de tronco yse ,nidio el nivol do radiactWdad an on control de centelleo 

5 Los names quo hablan recib4o inyecciones de 2E7 an Is vena do Is cola (Ii = 6 par 

grupo its tratamiento) rnostraron on aulmento estadisticamente significative an Is 

senal radiactiva (cuenta pa minulo - CPM) en 50 ii do san9re del troncO an 

comparaclOn con Ia serial do CPM detectada en los ratones inyoctados con 

vetilcuto (CPM - vehiculo: 13397 – 498.2 trente a 2E7 4387$ – 9803 

10 ANOVA:F(2.13) = 4,97,p<O,OS Post-hoc LSD: p= 001 2E1 frerite a vehiculo (post-- 

hoc Duncans: p = 002 2E7 frente a vehIculol). 

En dos estudios adicionales con 2E7 realizados can on protocofo identico, so 

observaron aumentos similares an Is solids de amiloide at iritehor de Is sangre an 

15 comparacion con los controles quo habjan recibido inyecoiones do vehiculo (CPM 

sangre: Vehiculo 352 /- 113 Iiwite a 2E? 2397 #/- 353. y VehIculo 1291 +/- 312 

frente a 2E7 5291 +/- 865; ANOVA con ensayo post-hoc LSD pcO,00I fronts a 

vehiculo). 

20 

Modifies Transger.icos do Raducclôn de II-M.iloide del SitC 

I. Cane de l-AniIoIde desbuŒs do one doslficaclon do 4 serllanas on 

retailers TASTPM de 2 moses de edad 

Se encerraron individualmente ratones transgAnicos TAS1PM macho 
y 

hernbra 

25 (APPswe x PSI.M146V doble-rrutantes, Howlett DR (2004) Brain Research 1017 

(1-2) 130-136) con edades comprendidas onto 81 
y 

65 dies al inicio del estudlo Be 

asignaron nUmeros iguales do ratones a code grupo de tratamiento (N = 12 per 
Is grupo) 

y 

so distrlbuyeron aleatoriamente do acuordo con el Sexe 
y 

Is road. Los 

grupos as tratamiento cornprendlan is siquiente: A: MOPC2I (anticuerpo con 

30 especificidad desconocida, Holton at at (1981) J.Iinmunol 139(9) 3041-3049. control 

negativo), B: 2E7 (anticuerpo de ensayo). Todos los anticuerpos as disolvLerOfl an 

PBS 
y 

Se administraron per vie Thfraper*onoai. lndependientemente del peso del 

animal, so administraron 300 ig de anticuerpo. Los anLmales rocibieron La 

dositicaciOn dos secret; per semana durante cuatro senianas. Un dia despuOs as Ia 
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dasiticacion final los animates se sacrificaron par Un sobredosis can pentobarbital 

sodico, Los cerebras as diseccioriaron y Se hemiseccionaron. Se recogieron 

muesfras do cerebra heniiseccionado an tubas eppendod" be 2 nil pesados 

previamente y Be congolarori inrnediatamente. Posteriomiente, las muestras Se 

5 desongelaron, as  volvieron a baser V SO anadiO I ml do guanidina I-Id 5 M qua 

contenla comprimidos de Complete protease inhibitorrM (Boehringer Mannheim), 

antes do homogeneizar las muestras y de incubates a 4C aureate an periodo >90 

min con agitaciOn constante. 

JO Dei las maestros as diiuyeron I a 10 en tampon de ensayc (Tris HG’ 50mM, 

pH 7,4. Ned 150 mM, TweeN20 at 0,05% + BSA al 1%)! 50 sometieran a agitaciOn 

vorticial y as centrifugaron a 20.000 0 aureate 20 min a 4CC. El sobrenadante as 

retire y so af%adiO comb muestras par triplicado a Is place do ensayc. 

IS Los nivoles Be A4O y A42 so midieron usando el mnniunoensayo 

electroquiniloluminiscente basado en places sensbIes (5ioVeris’11 empleando 

anticuerpos contra p-amiloide espec{flcos del exiremo C (contra A4O a AP42) 

marcados con el matador especifico Orita9 pars facilitar Is deteccion 

(BioVeiisA) usados para capcirar AW a .44342, jun10 Cor, Ui, ariticUerpO contra AO 

20 especlfico par el exremo N biotirillado- Se capturaron coniplejos de antmcuerpo-Ap 

con perlas recubiertas con estreptavidina qua Be UflOfl a los anticuerpos biotinilados 

(DynabeadstM ! Dyrial) incubadas durante one noche a temperature ambiente Con 

mezcla vigorosa y as ensaysron an un fotodetector BioVeris" MB. So construyeron 

curves patron usando $pUdos A40 y A42 humanos en tampon de ensayo qua 

25 coritenia Is concentraciOn requerida de Guanidina HCl. Los datos so analizaron 

usando un software be anÆlisis estadistico Excel Roboi y los niveles do Als Se 

expression come pmollg be tejido. 

En este paradigms. �1 trelamiento con anticuerpo 2E7 reoujo to car9a de P42 del 

30 SHe an 37% (and 001) i Is carga Be fl40 del SNC an 23% (pc0,001). 

En los estudios posteriores an condiciones experimentales similareL el anticuerpo 

2E/ redujo Is carga do Ap42 del SNC on 38% (Estudio I � solo machos), 22% 

(Estudio 2 no significativo) y 39% (Estudio 3, machos 0 = 0.001) y 13% (Estudio 3, 
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hembras, no significativo) an comparaciOn con los animales tratados con PBSU En 

estos estudios. 2E7 tambien redujo Is coma de A40 del SNC an 18% (EstLidin 3 

machos, p = 0017) y ofreci6 RIO reduccin no significative an Al40 dot SNC an 

25% (Estudio I � sale machos) 0% (Estudlo 2) y on aumento no significauvo do 3% 

(Estudio S hembras on comparacioa COfl 0$ animales talados con PBS. 

2. Carpa do 6-Anhllolde desDuØs do ona dosificacion do 4 moses en 

ratones LA$WM do 4 moses de edad 

En resumen a ratones transgenicos TASTPM do 4 meses de edad as Los 

0 administraron 300 ig do anticuerpo Una o dos veces per semana a troves de Is vfa 

intraperitoneal 
.p). Despues de 4 moses do dosificacion as midieron Us niveles 

de 3-amiloide del SNC por ELISA y so niidLO Ia carga do placas par 

inlnunohistolulmica. Entre las edades do 4 y S moses. la cargo do -amiIoide del 

SNC aumenta exponencialmente y per consiguiente, so desarrolla rØpidanlente Is 

IS ptologla de las plows (Howlett DR (2004) Brain Research 1017 (1-2) 130-136). 

Sc ericerraron individualmente ratones con edades comprendidas entre 120 y 128 

dlas al inicio del estudio. Se asignaron nOmeros similares do ratones a coda grupo 

de tratamiento (N20 021 per grLlpO) /50 dLstnbuyerOn alealoriamente de acuerdo 

20 con el sexo y Is edad. Los gropes de tratamiento comprendian 10 siguiente: A: PBS 

(vehiculo) administrado dos veces por semana. B: 2E7 administrado uris yea per 

semana, C: 2E7 administrado dos veces por semana, D: PBS administrado Uris vez 

per semana. Se administrO Una deals do 300 micra9ramos nun volumen do 79 

microlitros) do 2E7 per vra intraperitorical. Los animales tratados con vehlckJlo 

25 recibierori el misn,o volumen de PBS. So administrO Is dosificaciOn e Ids animales 

durante dieciocho samaras Los ratones rAsrPM pueden sijflt ataque 

espontAneos y comb resultado varies anirrales murieron durante el transcurso del 

estudia. Los numeros finales fueron los siguientes A: 4 henhbras, 9 machos, 8: 5 

hembras 8 niachos: C: 4 hembras 9 machos; 0: 2 hembras 9 niachos. Dos 0 

30 cuatro dias despuØs de Is dosificaciOn final (nameros iguales par grupo) Ids 

animales so socnficarori per sobredosis con pentobarhital sOdico. Se tomO una 

muesa do Is punts do Is cola do cads ratOn pace confirmar el genotipo. Lou 

cerebros as disecojonaron y hen,iseccionaron. El hetisiWic deieclio so fijâ par 

inmersian an parafomialdehldo al 4% y so proceso pars on anÆlisis histolagicO. EL 

Ac 
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hemisferio izquierdo so rei an tubos eppendortlA do 2 ml pesados previamente, 

so congela an hielo sew y as almaceno a -80’C was un analisis posterior del 

contenido do amiloide. Mites del anblisis as descongolaron muestras, so volvieron 

a pesar y so aæadio I ml do guanidina Hel 5 M qua contenla comprimidos do 

Complete protease inhibitorTM (Boehringer Mannheim), antes do honiogeneirar las 

muestras y de incubarlas a 4°C durante un perioqo >90 min con aqftadon 

commune. 

Despues, las mues$ras se dih,yeron I a  1 en tampon de ensayo (Iris HCI 50mM, 

10 pH 1,4, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0,05%+ BSA al 1%), Se sometieron a agitacit5n 

vorticial y se centrifugaron a 20.000 0 duronte 20 min a 4C. Los sobrenadantes as 

diluyeron adicionalmente 1:1000 y Se anadieron come mLlestras por triplicado ala 

place do ensayo. 

IS Los nivoles de Ap40 y A1342 as mLdierort de Is misma tanera quo en el ostudlo do 

dcsiticacion do 4 semanas. 

Se use un anâlisis de varianza utilizando come efectos fijados el tratamiento, el 

sexo y ol png1ma do dosifiracOn incluido en el nioceLo. Tai as incluyeron 

20 todas las interacciones er,tre los coo factores. No hubo diferencias sigrilficativas 

entre as dos programas de dosifmcaciOn (una o dos veces par semana). Con One 

disono experimental an primer lugar pudo evaluarse si habla alguna diferentia 

significative entre he programas de dosificacion y, an segundo lugar, come no 

habla nhguna do estas diferencias signif’cativas, los dates de los dos programas de 

25 dositicaciOn pudieron combiiiarse, auntentando de esta manera Is potencia del 

experimento al duplicar el nürnero S ratones  an el snails s, 

En este paradigrna el tratamiento con anticuerpo 2E7 redujo Is cargo do M42 del 

SNC an 22,5% (p = 0,0152). Los nivoles de A40 del SNC tambiØn as redujeron an 

30 12,1%, pero esfe cifra no alcanzo significado estadistico (p = 0, 118), 

So realizO un analisis inniunohistoquimico complejo de estas muestras pars definir 

el area de tejido cerebral quo mostraba patologla de placas- Se tomaron secciories 

do Is carton al nivel del nUclec caudado y de Is corteza al nivel del hipocanipo- So 



tiOeron lag secciones adyacerites carl an anticuerpo espeIfico pars A40 0 A042 0, 

came altemativa, can el tinto S amiloide Rojo Congo. Usando on software de 

analisis do imÆenes! el area de Is secciOn teflida Cara lag places Se Uprose Conic 

an porcentaje del area do Is section total. 

riespues de Is tijacLon, Se ccrtaron on corona mitades do es cerebros sumergidas 

an PEA an one matriz cerebral an secoit,nes do e K 2 min do espesor. Estas 

secciones do 2 mm as denominaran secojones A a F, siendo A Is miss mostral y F Is 

mas caudal. Las s000iones A, B y C y 0, E y F so pusieron an cassettes de 

10 inclusion separados nLlmerados pam cads animal. Los cassettes as marituvieron an 

PFA hasta quo estuvieron listos We el procesamiento 3? Is inclusion. 

La inclusion as realizo an on procesador de tejidos CitadelTM 1000 (Shandon) 

todos Los tejidos recibieron el siguiente regimen de procesamiento:-- 

L5 lMSal70%-Ih 

MSaIl00% - Sxl Ii 

etanol al I00% -2h 

alcohol isobutilico al 100%; lx 2 h; I x 1,5 

Histoclear -2 x 1,5 In 

20 Cara de parafina 
� 2 x 2 h 

Despues do finalizar el ciclo do procesarniento Las secciones do tejido incluldas an 

cera as Iranstirieron a noldes do base islands do cera de parafina fundida y so 

ir,cluyeron utilkando un sistema de inclusion de paraf,na HistocerttretM (Shandon). El 

25 tejido Se incluyo do Oil forms qua lag secoiones A. B 31 C entraron an UM moll y lag 

secciones D. P y F an on segundo molde. Este so hizo pare Was as series do 

� a000ionos,  as decir, cads cerebn, ,emeccionado die coma ,ssultado dos bloques 

do cera de tres secciones code uno. Las socciones as pusieron an lag moldes do tal 

name quo Is superfine caudal do cada pLaza so convirliera an la suporticie do code 

30 futura. So tuvo cuidado do asogurarse de quo cada seccion estaba bien apretada an 

C moldo de forms quo cads corte do microtomc so realizara an paraleLo. Despues, el 

cassette do pmocesaniiento perforado so puso cuidadosemente an Carla rnOlde qua 

posteriormente as [lend con more fundida. Los bloques incluidos despus so emifriaron 

on Is Place refrigerada haste quo pudierort exlraerse de Los moldos. Los bloques so 
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almacenaron a temperature arnbiente hata qua se roquirieron para roalizar los 

codes can e( nh’crolorno. Los blquos so cortaron ajeatoriam&nle y Se pusJeron 

secciones do 5 micrometros sabre portoobjetos recubiertos can gelatina marcados 

previamento (SuperfrostTM, Erie Scientific Company). So aplicaron dos secciones an 

S coda portaobjetos. Siernpre qua fine posibLe, so montaron secciones consecutivas 

as portacbjetos so numeraror, consecutivaniento del I at 25. Se torTlaron cincuenta 

socciones 25 portaobjetos) de was bloque. Los porteobjetos as socaron an una 

Plane caliente y despues so almacenarol) a temperatura ambiente hasta qua so 

utilizaron. 

El ariÆlisis inmunohistoquimico so realize an series its 30 podaobjetos. En cada 

portaot$tos, a soccion superior so marcO con un anticuerpo A40 (GaO, policlonal 

do console quo recon000 x40 -amiloido), Is seccOn inferior con el ariticuerpo A1342, 

20Gb, anticuorpo monoclonal quo reconoco x-42 3-amiloide. So ilarco un minima 

SIS its 5 secci010s per anticuerpo y por bloque. 

El marcaje so realize come $o indica a continuacion. Despues do retirar Is  cora par 

medic do Histoclear y alcoholes graduados, las secciories so sumergieron an Æcido 

formico a( 65% aurante 6 minutes y despairs so bloquea’on on perbxido do hidyógeno 

20 al 0,3% duranto 30 minutes para bloquoar las peroxidaas endagenas. So triplicated 

anticuerpos G30 y 20010 durante una noohe a diluciones 1:1000! tenantless las 

secciones a 4CC. El revelado its las seociones as realizO con los anticuerpos 

seoundarios anti-conejo y anti-raton biotinilados respoctivos. El desarrollo do color so 

realize con un kit de tinOn its  totrahidrocloruro do diaminobencidina (DARTM, vector 

25 Labs). Las secciones so tineron brovemento con un tinte de contraste its  

hematoxitina do Mayer antes do hidratarse, aciararso y taparse can uncublobeto&. 

S Las seccionos as dejaron secar durante at menos 48 horns antes its observarse at 

Smicroscopio. Las imagones so capturaron on un microscopio Loica DMREITM 

30 equipado con una caniara digital. Las magenta; so ariaLLzaron usando of softwro 

OwiniM (Later) y los resultados so presentaron come porcentajo del area do secciOn 

quo estate marcada par or anticuerpo contra A13. 
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Se Se usO an anÆlisis do variana con tratamiento, sexo y programa do dosificaoion 

incluido an el modelo comb efectos fijados. TambiŒn so lncluyeron todas fag 

interacciones entre Los tres factores. No huho diferencias significativas entre Los dos 

programas de dosificadOn (una o dos veces par somana). Con este diseæo 

5 expenmentai, en prImer Jugay as pudo evaluar Si habla alguna diferencia 

significative entre Los programas do dosLflcaciOn Y en segundo ugar, comb no 

habla ninguna diferencia significativa, los datos do los dos programas do 

doiflcaciOn pudieron combiriarse, aumentando do esta manes Is potencia del 

experimento al duplicar el nUmero de arenas en el anÆlisis. 

En este paradigms, el tratamiento con anticuerpo 2E7 redujo Is patologla do Las 

placas coma so nude co Un anticuerpo quo reconoce A342. La patologla de las 

planes as redujo an 271% (p = 0,0026) an Is corteza al nivel del hipocampo y 43% 

(p 400001) an Is corteza al nivel del nücleo caudado. La patologla do placas 

S tarnbjei, Se redujo cuando so midlo con on anticuerpo quo reconocia a A40. La 

patologia do places so redujo en 16,6% p = 00421) an Is corteze al nivel del 

hipocampo y 17,3% (p 0,0342) an Is coition al nivel del caudado. 

No so absent rrTgUn inthcia de microhernorragia detem,inada per Azul do Pere 

20 Prussian) an ningOn ratOn an este estudio tirade con vehlculo 0 2E7. Este metodo 

visualize el hierro ferrico (el hierro es on constittente esencial as Is hemoglobina 

quo lleja el oxigeno presents an los globules mojos) produciendo on compuesto awl 

insoluble. Todos los niveles do cerebro de turns os aniniales erart traiisparentes. 

25 Modell de coonicion 

Oespues de Is dosificacion durarte 4 mesas do ratones TASTPM de 4 moses do 

edad comb so he despite ar,teriomiente, estos ratones so sometiemomi a in ensayc 

an dos nicdelos do cogniciOn: el ensayb do reconocimiento de ablates y el ensayo 

Sdo acondicionarniento al miedo. 

30 

Ensavo de reconocimiento do obietos 

El ensayo de reconocimiento de objetos explain La tendencia natural do los 

artirnales a explorar ruevos o*Ios y so bass an la capacidad do los animales do 

recon000r Un objeto qua hen explorado previarnente (objeto conocido). Se he 
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notificado quo Los ratonos TASTPM do ocho meses do odad muestran una 

deficiencie an la capacidad de distinguir oritre objotos nuovos y conocidos (Howlett 

at al., 2004), 1°  qua indica on rendiriiento cognitive altorado an estos anLmalos. Sin 

embargo, an note estudio  as ratones TASTPM do 8 meses do edad tiatados con 

5 vehlculo no mostrarori on deterioro cognitive, es decir, pudieron distinguir entre 

objetos ritlevos y conocidos. Par lo tanto, no more poslbiLLdab do investigar ningUn 

etecto torapeutico potencial resultants del tratamiento con 2E7. 

Ensav do acondiconamLento p1 miedo 

10 El meddle do acondicionamiento al made Se diseflO pars ensayar Is capacidad do 

(as anài,ales do correlflnar un estftrndo dSoroso prewio con one senaJ contextual 

o do entrees y reconocerla cuando as presenta can el mismo contexto 0 serial 

despues do in retread do x horas. En este estudio, los ratones TASTPM de 8 

rueses de edad tratados con vehiculo (Una o dos Vedas par Somalia) mostraron end 

IS deficiencia en Is diferenciacion contextual indicativa do on deterioro cognitivo en 

estos animalos. Este deficiencia no so Vic afectada par el tratamiento con 2E7 

cuando so administra una a dos veoes par semana. 

20 Dosificaclón durante 4 mesn an ratones TASTPM do 6 rTos do edad 

Este estudio implicO Is adrninistracion do 2E7 (300 tg i.p. dos Veces par semana) a 

ntoneS TASTPM currents 4 moses, empozando a los 3 meses do read. Los 

animalos de control recibleron I9G2A an PBS. Come Se he descrito anteriormeite. 

los cerebros so diseccionaron V hemlsoccionaron. El hernisforlO dorecho So 11)6 par 

25 nmersiOn or paiaformaldebido al 4% y so prooesO pars la histologla. El hemisferio 

izquierdo Se recogie an tubes eppendorftM do 2 ml pesados proviamente, so 

congelô  an liielo seco y so almnacenO a 60C para el analisis posterior del 

� contenido de 

di 
30 Se realize on anAlisis proliminar do una sale secciOn do cada nnuestra de una 

seleccion aleatoria do muestras do cerebra an = 6 vehIculo, n = 7 gnipo tratado con 

2E7) par IHC usando el mismo protocolo general quo as he indicado anteriomniente. 

El anAlisis estadistico (ensayo t de Student) demuestra quo hubo una reduccion 

significative an la cargo do places do A42 en 01 tAlarno (719%, p 0007) y an of 
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talamo + corteza + Iiipocampo (54A%, p 0022) an ratories quo recibieron 2E7 

No sin camblos significativos an A040. 

Pare Is medicion bioqulmica do A1340 y A1342 en cerebro las muestras so 

5 procesaron y so midierori conic Se he indicado anteriorinerite factor do dilucion 

1:10000). A42 so redujo slnificativamente (p = 0,01) en 299% en los ratones que 

recibieron la dosificaciOn do 2E7 (n = 12 control n = IS fratados). Las 

cor,oentraciones do A40 tambieri so redujeron (226%). now esta reducojon no 

pudo alcanz& un significado estadistico (p 0052). 

ClonaciOn do Reglones Variables do Hibridonia 

Secuencias do Region Variable 

Se extrajo 
is 

ARN total a partir do celulas de hibridoma 2E7 V despuAs so 

25 generaron secuer,cias do ,4DNc del dominic variae do as cadenas pesada 
y 

ligera 

por transcilpolon inverse V reacciOn en caterer do la polimerasa (RT-PCR). El 

cebador dinette pram Is RI-PeR tue tine mezcla do cebadores degenorados 

especifLoos pare secuencias ltdor del gen de inmunoglobulina marine 
y 

el cebador 

inverso tue especiflcc Para las regionos constantes del anticuerpo, en este caso 

20 lgG2a do isotipo murino pam la cadena pesada 
y 

kappa murina pare Is cadena 

ligera. Los cebadores so disenaron do acuerdo con Is estretegia descrfta per Jones 

Bendig (Bio/Techriology 9:88 1991). La R1-PCR as realize per duplicado Para las 

dos seouencias do Is region v pars perniitLr Is verificaciOn posterior do las 

secuencias de Ia region v correctas. Los produotos do Is regiOn V generados por 

25 RT-PGR so clonaron (Invitrogen TA Cloning Kit) 
y 

as obtuvieron los dates do 

secuencia. 

Secuencia do Arninoªcidos do VH its 2E7 (SEC ID N: IT) 
� 

EVKLVES G GGLVQPGGSLKLSCAVSGFTFS DNG MAWVRQAPRKG PEWIAFI SN LA 

30 YSIDVADrvTGRFTISRDrAKNTLYLEM8SLRSEDTAMVYCVSG1WFA’tWGQGTL 

VIVSA 

Secuencia on ADN de VH do 2E7 (SEC ID N: IS) 



GAGGTGCCTGCTGGAGTCTGGGG GAGGCUAGTGCAGCCTCGAGGGTCC 

cTewcTcTccrGTGCAGrCrCrGGArTCACmCAGTGACAACGGAATOGc 

GTGGGUCGACAGGCTCCMGGMGCGGCCTGAGTGGATAGCGITCAUAGT 

MTTTG CCATATAGTATCGACTACGGAGACAGTGTGACGGGCCGA1TCACCAT 

5 G1CTAGAGATMTGCCAGAATACCCTGTACCTGGAPATGAGCAGTCTGAGGT 

CTGAGGACACG GCCATGTACTATTGTGTMGCG&3ACCTG GflTGCTTACTGG 

CCGMGGGkCTCTG GICAC rG-ICTCIGCA 

Secuencia de Aminoªddas de VL de 2E7 (SEC ID No  19) 

ID LQKPGQSPKLLIYJW 

SN RES GV PD RF SGSGSGTO FTLKI SRVEAEDLGVYFCSQTRHVPYIFGQGTKLE [K 

Secuencia do ADNI de VI do 2E7 ((SEC ID Na: 20) 

GATGrrGTGCTGACCGAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCITGGAGATCM 

5 GCCTCCATCTCTTGCAGACnAGTCWAGCCTTTTACACAGTMTGGATACACC 

TATITACATTGGTACCTGCAGMGCCAG GCCAGTCTCCWGCTCCTGATCTAG 

PG1TTCCMCCGAT II ICTGGGGTCCCAQACACGflCAGTGGCAOTGCATC 

AGGGACAGATTTCAGACTGMGATCAGCAGAGTC GAGGCTGAGGATCTGGGA 

GTUATnCTGCTCTCWCTAGACATGflCCGTACACGUCG GAGGGGGGAC 

20 CAAGCTGGMATAkkA 

En las secuencias do aniiriocidos estn subrayadas fas Regiones Determit’antes 

do Cornplementariedad (CUR). 

25 CIonacJon y E.esion S as Qulmeras do 2E7 

Se generô rn anticuerpo 2E7 quinierico (ZElc) quo contonla las mgiones V murinas 

prentales injertadas an ía IgGI humans (Fc mutado (L23SA, G237.Afl para Ja 

cadena pesada 0 rogiones C kappa humanas para Is cadena ligera para expresar 

material do anticuerpo recombinante quo pLidiera usarse pars corilimiar Is cloneciôn 

30 correcta do rogiones V murinas fundonales. Se clori6 AUN quo codificaba regior,os 

V de caderia ligera y do caderia pesada murinas do 2E7 y secuencias serial 

murinas endOenas an fase an os vectores do expresion do marnffero RLD-bshe 

(para Is cadena pesada) y RLN-bshe (para Is cadena ligera) quo ya contenlan 
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regiortes constantes humarias (Fc de ’gOt mtAado (1.235A, G237A) 0 C kappa 

rumors, respoctivamente). 

Elementos del vector do expresion RLD-bshe pro Is expresiOn de Is cadena 

5 pesada: 

Pares do Bases Oescripcion del segmento do 

ADN 

0-1014 Promoter (SV40IRSV) 

1015- 2442 Caderia pesada do arft]cuerpo 

2443 -2765 Poll A 

2766-3142 Promoter do Be 

3239-3802 DHFR 

3803 -4162 Poll A 

4163-6322 Cadena princLpaL total 

5077 - 5937 (cadena complementaria) Beta Laclamasa 

Ia posiciOn do los elerrertos 
y 

el tarnaho total del vector indicado anteriormente 

solo tienen fines ilustrativos 
y 

dependerart del tamaflo del inserto de Is cadena do 

anticuerpo) 

10 Elernentos del vector do explosion RIN-bzhe para Is expresion de Ia cadena ligera: 

Pares do eases Descripoion del segniento 

de AUN 

0-1014 Promotor(SV40IRSV) 

1015-1731 Cadena Ilgera de anticuerpo 

1732-2051 Poll  

2388- 2764 Pmmotorde Re 

2774-3558 Neorflicina 

3669-3876 Poll A 

3877-6063 Cadena principal total 

5077 - 5937 leaders complementaria) Beta lactamasa 

(Is Doi do los pomades 
y 

el tarnano total del vector indicate anteriorniente 

solo tienen fines ilustrativos V dependerAn del tarnano del inserto de Is caderta de 

an tic u a r po 
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SeSe identificarori clones con as secuencias VK y VL cionadas correctamorite y so 

proportion plAsmidos pairs Ia expresiôn an celulas CNO do cUltivo an stipensiOn. 

El anhicuorpo 2E7c oxpresado so pur&Icd a parer del sobrenadante Os cultivo celular 

pa croniatograf(a do protelna A an un sistema FPLC! y cosmos se ensavo Is union 

5 a AF3 par ELISA y SPR usando Is tecnologla BiacoreTM. Los resultados indicaron 

qua so habjan clonado y expresado las regiorles V its raton de 2E7 correctas, 

Cando come resultado un ar’ticuerpo tuncional con osracloristicas alienates a las del 

anticuerpo 2E7 marine parental. 

0 HunianlzaciOn do Cadena Ligera 

Se sslecciono JJD2 secusncia aceptora humana con el Cenpept ID CMSI 135 (SEC 

ID NO  24) 
y 

el If de a000so del Genbarik X72467, qua tonia ma identidad its 77% 

a nivel de los aminoacidos (incluvendo las CDR) come regiOn do Marco aceptora. 

La construccian LI as an intend do as CDR niurmas ael domk!io YL de 2E7 an esta 

* 

15 region do memo aceptora. 

I 
Humanlzcion do Cadena Peaada 

Se solecjonO Ia secuencia humane con el NO do acceso del Genbank M99875 

(SEC ID N: 21). on alelo del San VH3-48 con una idontldad its 74% a rival do 

20 amjnoÆcidos (inclLxyendo las CDR I 
y 2) con Is regiOn pesada variable do ratOn do 

2E7 corn, region de marco adaptors do cadena pesada hUmana junto con at 

minigen JH4 huniano. Se disoflaron tres varantes de cartons pesada variable 

humanizada basandose an Ia secuencia de M99875 
y 

JH4. Al es un intend do las 

CDR niurinas usando Is definicion its Kabat con dos retromutaciones adicionaLes an 

25 (a reg6n de rnaro, on las posicionos Say 94 H2 
y 

0 proced$an do HI, pero 

iricorporaron una n,LJtaoLOn do re9iOn its marco adLolonal quo era diterente an coda 

coristruccion: (posiciones 24 
y 4$ respectivaniente; vOase Is Table 4). 

I 
Construccion Regiones de Resto Humana Ratofl 

mrcos (N° do 

do plantilla "bat) 

HI M99675 
y 

93.94 AyR VyS 

JH4 respectivamento respectivamente 



K2 HI 24 

HIS HI 48 

Construccidn de ADN de Cadena Liocra w Pesaib Humaitizada 

$e sintetizaron regionals V humanizadse do novo por acuniulacion de oligos 

solapantes y ampliticación por PCR. So iricluyeron sitios do restriction pare 

S otonacidri an vectores de expresiOn de mamifero RLDbshe y R!JJ-bsho y 

secuencias seæal do inmunoglobulina humana derivadas do as regiorles do morons 

aceptoras humane elegidas. Despues, Sc clonaron Los ADN quo coditicaban as 

regiores V Iiumanizadas (Hi (SEC ID N°: 27), H2 (SEC ID N°: 29), H3 (SEC ID N°: 

31), Li (SEC ID No: 33)) junta con secuencLas seMi y sitios do restriccion on tasa 

10 an vectores do expresiori do manilfero: HI, H2 y H3 an RLD-bshe para generar 

ADN c’ue codificaba tres radenas posadas mulatto do Fc de IgGi liumaria de 

longitud completer conteniendo cada una nulaciones L235A y G2SIA, HI de 

40 longitud completa (SEC ID No: 35), H2 de longiud completa (SEC ID No. 37) y H3 

S lon9jtud complela fSEC ID No  39); 1.1 so clono an fase an RLN-bshe quo 

IS contenla el ADN quo codifloaba Is regiOn constante kappa humana pare generar 

ADN quo codificaba una cadena ligera kappa humana de longltud completa (SEC 

ID N°: 41), 

EiemDIos Reoresentativos de ExoresiOn do Cornkinaciones do Mticuelto do 

20 Capers Ligera y Pesada Ijumanizadas 

Se trarisfectaron de forma transitorla cØlulas CHOKI a pequena escala con todas 

las combinaciones do construcclones do ADN do cadena ligera V pesada 

humanizada: Ll+Hl, L1+H2, L1*H3 (SEC ID N°: 35 + 41, 37 + 41! 39 + 41) an 

places de 6 pocillos. Se ctiltivaron hasta Is confluencia cIulas CHOKI sometidas a 

25 pesos on DMEM F12, con 5% do suero bovine fetal con un contenido de IgG 

ultrabalo y glutamina 2 mM an planar; do 6 pocillos. Las celulas confluentos so 

transfectaron con un total do 75 pg do DNA: 30 pg do lipido Transfast (Promega) 

an medic Optimeni Olutamax (Invitrogen). Las coups transfectadas se inoubaron a 

37°C con 5% de 002. Alas 72 lioras, as r000gieron los sobrenadantes y so ensayo 

30 to concentracion do anticuorpo y despuØs Se ensayo Is union a AP liumano por 

ELISA. La region Li humanizada combinada con las tres eadenas pesadas 

hunianizadas expresaron or anticuerpo coniploto quo as unla a All humane. 
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Tambien Be expresaron anticuerpos bumanizados an transfecciones de celLilas 

CHOKI %tansito,ias a man astral usanoc Ia aborminackm liposomal do PDN (por 

ejeniplo, TrarisFast (Proniega)) 
y 

expresiOn an frescos de cultivo. Para Is 

5 optinhizacion its le; niveles do expresion an transfecciones trarisitorias, as use one 

relaciori de ADN its vector S expresiOn entre cadena pesada 
y 

raiders ligera its 

1:6. El material do Is traristeccian transitoria so purificO usando columnas ProSepA 

0 FPLC con columrias ProsepA Hilrap. 

10 

EvaluaciOn de Varlantes Humanhzadas do 2E7 HILl, 1-21I V H3 LI on ELISA 

de Union a lil4miloide 

Se evatuaron canaries humanizadas HILl, H21I 
y 

H3L1 its 2E7 con respecto ala 

union at pØpdo Ap humano 140) biotinilado an el extreme C. El 2E7 quin,Ørico so 

15 use coma referencia Las Tablas 5-7 muestran los resuados con divorsos lotes its 

material purificado a parlir its las transfecohones trarisitorias a gran oscala. 

Table 5 

ELISA nAb CEq Rg/mI) Error Tipico 
UniOn a All Quimera its 2E7c 0,033 000144 

HILL 0,035 000142 
H21.I 0,048 000202 
HSLI 0.044 0,00105 

20 Table 6 

ELISA mAb CEu (isgiml) Error TlplcO 
Union a At Cuimera de 2E7c 0,043 0,00183 

HI L1 0,051 000164 
H2L.I 0,044 0,00191 
H3LI 0,055 0,00094 

Table 7 

ELISA nAb CE60 1igmi) Error Tipico 
UniOn a All Quimera its 2E7c 0,044 000169 

HILl 0,047 0,00265 
H2LI 0.041 0,00174 
H31.1 0,040 000116 
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Estos resultadôs indicaron perfiles de union a AD n,uy simulates Para cada una do 

las variantes humanizadas derivadas do 2E7. La comparacian de los varores de 

CCSO 
can ei 27t mo,t,o wa pequ&a pØcdida de aawdad de union a Ap qua so 

habla producido a lo argo del proceso de humanizaciOn. 

5 

cpn,Daracjon do Varantes Hun,anizadps do 2E7 par ELISA cornDetitivo 

So evaluaron anticuerpas quiniericos 
y 

humanizados do 2E7c HILl, 1121I 
y 

H3LI 

con respecto a su capacidad do inhibir Ia union ontre el peptido AD humano 
y 

el 

MM 2E7 de ratan parental an Un ELJSA coJtpetitivo. 

’0 

So establecieron dos tipos do ELISA competitivo Para comparar la acbvacJ de 

unlOji a AD do las tres variantes humanizadas an comparaciOn con el anticuerpo 

quimerico 2E7. 

I) fl-omllo/de fpmov/Jizado; Se inmovilirO pØptido A (140) humane biotiniladc a 

IS travEs de estreptavidina an places ELISA, Se anadiO anticuerpo 2E7 do raton a una 

concertracion ceristante unto Co’ una serte de di(ución de arthcuerç?s vaæantas 

humanizados derivados de 2E7. DespuØs so detecta el MM 2E7 do raton unido 

con conjugado do IgG anti-ratOn. La labia S muestra los resultados do Ica dos 

enSaYOS. 

20 

Table 8 

MAb Experlmento Expeilmento 

compotldor 1 2 

Cl50 (pg/mi) Error Tipico CJ (pg/nil) Error Tiplco 

Quimera de 2E7c 1,31 020 129 0,13 
HILl 162 040 1,76 021 
H2LI I 28 026 1,66 028 
HSLI 153 0116 139 0,23 

2) /9-amiioide on soluciOn; Se preinoubo una concentracion conslante do i3-arniloide 

con una serie S diluci& do variantes do gnticuerpo 2E7 humariizado - Se anadió Is  

25 mezoPa qua inclula aniiloide complojado 
y 

libre durante Un code periodo do tienipo a 

pocillos quo contenian MM 2E7 do ratOn inmovilizodo. Despues Se detecto a 

canhldad de 3-amAcide libre qua aCm estaba disponib)e Para a union al MAP 2E7 

parental inmovilizado. La Taba 9 muestra los resultados do los dos ensayos. 
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Tabla 9 

MAb Experimonto Experimento 

competidor 1 2 

CI (pg/mi) Error Tipico CII. (tg/mI) Error Tipico 

Quimera do 2E7c 0,062 0006 - - 
HILl 0,114 0,014 0140 0,024 
H2L1 0,075 0,009 0119 0014 
HaLl 0,069 0004 0115 0,013 

Todas las variantes do anticuerpo hunianizado inhiblan Ia union del MAb 2E7 do 

5 rotor al -amiloide con un perfil nluy similar. Los valores de Cis generados para las 

variantes H2LI y H3LI fueron consistonteniente proximos a has do Is quimera 2E7c 

(cuando as us), qua tons Is mayor actividad inhibidora an Los dos ensayos. Sin 

embargo, Is variants HILl mostro una actividad inhibidora all reducida an ]as dos 

ensayos, indicando una posible atiriidad Ilgeramento manor paid el p-amiioido. 

� 
10 

Analisis SPR SiacoreTh de 2E7. 2E7c HI -1, H21-I, 1-131.I 

So evaluaron los parÆmetros cinØticos del MAb 2E7 do ratOn reconibinanto. 2E7c 

quimerico y las variantes humanizadas Hi LI! H2LI y H31I quo so unen al pOptido 

beta-amilolde humane (140) y (142) usando el analisis BiacoreN on un BlacoreL 

IS 3000. So reason dos formatos do onsayo diferentet 

MAtodo A 

(i) En rosurnen Se capturaron <20 unidades do resonancia del peptido beta-- 

amiloide 140 (biotinado an el exiremo C) an un chip biosensor de estroptavldina 

20(come 01 usado para Ia labia iDA). 

Los anticuerpos as diluyeron an tampon HSS-EP y as pasaron sobre Is sIJperfiCie 

do estreptavldlnalbeta-amiloide a concentraciones quo variaban de 0,001 nM-S nM 

pare Is labia bA). So roalizaron dos pr000sos separados; cada proceso so realize 

an una nueva superficial de estreptavidina/beta-arnilcide. Los procesos I y 2 fueron 

25 esencialmente iguales aunque liubo algunas diferencias an los parØmetios usados 

el proceed I as realizO usando una superficie do chip an Is qua as capturaron 16 

Unidades de resonancia do beta-aniiloide, y as usaron concentracionos do 

anticuerpo do 0,001 nM-S nM un tiempo de asociaciOn do 4 minutos y un tiompo de 
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disociaciOn de 20 minutes a un caudal do 50 ul par minute. Pars el pr008sO 2, Se 

capturaron mamas do 10 RU de of beta-amiloido y as usaron concentrBciofles do 

anticuerpo do 0003125 nM-S nM. El caudal y los tiempos do asociacion fusion 

iguales a los del proceed 1, sin embargo el tiempo de disociaciOn se redujo a 15 

5 minutes. 

ii) Los beta-aniiloidos (140) y (142) so acoplaron a Emma an diferentes 

superticies de un chip biosensor CM5 a un nivel de <20 unidades do resonance 

(coma as use pars Is labia lOB). 

Los anficuezpos so diiuyeron en tampon HBS-EP y Se pasamn entire Is superficie 

10 de biosensor/bota-amiloide a concentraciones quo variaban de I nM-64 nM (como 

so use pars Is labia lOB). 

Metodo B 

En el segundo case Se invirtiO el ensayo, ya que primero Se capturaron los 

15 anticuerpos a un nivel de 1000-2500 unidades de resonancia an and superficie do 

anticuerpo policlonal de lgG anti-ratOn (para el MAb 2E7 de such recombinants) 0 

and superficie can proteins A more H21I humanizado) do un chip biosonsor Cl  

El beta-amiloide (1-40)0 (142) recien preparado so diluyO an tampon HBS-EP y so 

past more Is superficie can anticuerpo capturado a concentracionos qua variaban 

20 do 4-500 nM (labia ICC y 100). 

En los dos n,etodos, In regeneracion so reaiizO par un pulse do H3PO4 100  m 

para Is labia bA los datc� tambien so siguieron par un pulse do NaOH 50 niM. So 

demostro quo la super-Ice era estable y no so voia afectada par Is regeneraciOn. 

25 lodos los processes utilizaron cables roferencias contra inyecciones bianco do 

tampon. El anatisis Se realizO usando el software de anÆlisis Biacore1 

DiAevaluation version 4.1 

Resultados 

30 Se use el metodo Al) para clasificar los antiouerpos par los datos cineticos do union 

al beta-amiioide, Los datos obtenidos Se niuestran an Is labia bA. Este demuestra 

qua el Mob 2E7 parental Lend and KID do 36,1 pM pro el beta-amiLoide capturado 

par eseptavidina. El anticuerpo do man-humano quimerico mostrO and KID 

ligeramente reducida do 456 pM y las construcciones flumanizadas vsr(an do 54 
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(11211) (H2LI) a 936 pM (HILl). En conclusion, esto demuestra quo el procedimiento do 

liumanizaciOn habla side muy satisfactoric y as nobles perdido muy poca afinidad. 

Las retromutaciones adicionales introduddas para H2 y H3 tented un efecto 

pequeno pro benel1cioso, aunque las diferencias entre as consirucciones de H2 1 

5 H3 eaten canto de las desviaciones tipicas para sates experinientos. 

Table WA 

1jiticuerpo Ira KID (pm) 

2E7 Proceso I iI,6Ie6 I7e-5 38,3 

proceso 2 16906 5,72ei 33,8 

Media (SD) 16506 5,91e- 36,1 (32) 

2E7 Proceso I I ,34e6 3,44e-5 48,1 

Proceso2 1306 5.65e-5 43,5 

Media (80) I 32e6 3,10ei 45.8(33) 

Hill Proceso I 5,60e5 5,32e-5 95,0 

Proceso 2 5 37e iSle-b 92,2 

Media (SD) 5,99e5 -,60e-5 9316(210) 

H2LI Procoso I ,91e5 5.76e-5 58.1 

Proceso 2 I leO S49e-5 49.8 

Media (SD) I ,05e6 5,63e -b 54,0(5,9) 

11431.1 Proceso I 3,24e5 3.26e-5 76,0 

Proceso 2 3,3e5 jibe-b 57,2 

Media (SD) 3 27o5 5,47e-5 6l (13.3) 

El metedo AOl) so usó para confirrnar qua loss dos restos aminoacidicos adicionales 

an el extremo C del beta-amiloide (142) an coinparacion con el beta-amiloide (1-

10 40) no alteraban signiticativaniente las propiedades do union de 2E7 y H2LI. Los 

datosobtenidos 

Se niuestran en La Table lOB y confimiaron cote. 

Table lOB 

Anticuerpo Sete- (ca kd KID 

amUolde (Ms’) 
( 

�1) (PM) 

’10:) 
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� 2E7 140 4,05e51,28e-4 317 

1-42 3,82e5 I .5ie-4 394 

11211 1-40 333e5 12204 366 

142 340e5 1,554 456 

El mØtodo B Se uso para negar los efeotos de avidez quo Podlan verse an el primer 

fomiato de erisayo. Los efeotos do avidez, producidos par los dos dominios Fob de 

ma sola molØcula do anticuerpo quo so une al misrno tiempo a dos molecules do 

5 beta-amiloide adyacentes an Is superficie del biosensor 0 

an formas rnultimOricas do beta-amiloide) aumentarlan Is atinidad aparente do Is 

union. Las mediciones do alir’idad obtenidas usando el mØtado B as niuestran an Is 

Table ICC. 

Table 1°C 

Mticuerpo ka kd KD (nM) 

(Ms’) (S) Con DesvlaolOn 

Tiplca fl = 3 

2E7 283e5 42804 158 

i 065e4 10 

’ 

56 

0,5405 

H2LI I ,06e5 7,50e-4 732 

– 

–050 –1,64 

027e5 

La prueba do qua esto ensayo proporoiono afinidades do union 1:1 verdaderas Se 

obtuvo cuando fragmentos Fab do H2LI, obterildos p0, digestiOn con papaina, Se 

� 15 unieron al bets-amiloide (140) capturado con estreptavidifla car Un niØtodo similar 

al melodic, A(i) can uris KID estimada do 2,4 nM. 

El mØtodo B tambieri Se use pare confiner que [as dos restos aminoacldicos 

adicionales an el extremo C del beta-amiloide (1-42) an comparaciOn con el beta-

70 amlloide (140) no alteraban sigriiticativamente las propiedadas de union de Un don 

de secuencia identica al MAb 2E7 de ratori denominado 2F1 1. Los dodos obtenidos 



-65-

se 

65

-Se
 muestran en a Table loft 

Table ’00 

Ar 

V 

2F 

iticuorpo Beta- ka NdKD 

aniloide (Ms’) 

(a 
1)  (riM) 

11 142 2.39e6 274e-4 114 

11 140 299e5 392e4 1.31 

S En on estudio similar al estudia de mapeo de epltopos an 2E7 usando ci Erisavo de 

Resonancia de Pearson Superficial descrito anteriorrnente. H2LI as oomportO do 

forma similar al 2E7 an la union al $ptido qua inclula los an,inoÆcidos 1-12 (A$1, 

SEC ID N: 15) del pØptido 13-amilojde y no al pØptido one inclula los aminoÆcidos 2-

13 del peptido -arniloide (A132-13, SEC ID NO  44) 

. 10 

� Actividad do H2LI  an all Models do Salida de 115 34ji,iloide 

Para comparar tuncionalmento el H21I humariizado con el 2E7 monoclonal do 

ratOn parental, los dos Se enSayeron ci mil did an el rnodelo do sahda do l - 

aniiloide descrito aliteriOrmente. 

Tarito H2LI como 2E7 aumentaron significativamonte as cuentas por minute (GPM) 

an sangre an oomparacion con Un control de vehlculo. El recuento de GPM do 

radiactividad en sangre foe ci siguiente (Vehlculo: 1940–166; 2E7 10065–1386; 

H21I 10913–1535). Las parÆmetros estadisticos usados fusion ANOVA con 

20 ensayo post-hoc LSD. n 7 vehlculo, n = 6 2E7  in = 6 H21-I, (P <0,001 Para card 

cornpuestc de ddacmftri a 

Estos datos proporcionan pruebas adicionales do quo el anticuerpo H2L1 

humanizado ha rotenido las propiedades funcionales niostradas con Is molOcula 

25 2E7deWon. 

InvestigaclØn de Is Farmacoclnetica de 11121-I y 2E1 

Be investigO Is vida media terminal del anticuerpo de orisayO an ratolies. El 

anticuorpo de ensayo as adniinistro par una infusiOn inlravenosa do I h a 4 ratonos 

30 pare conseguir una dosis thana de 400 ’9 per ratan. Be tomaron muestras do 



sangre seriadas a partir de oath ratôn liasta 5  dies despijes its Is dosificacOn (on 

raton del grupo de 2E7 no completO el estudio y one del grope de H2LI so retire del 

anlisis posterior porque Se hizo evidente qua Is deals no so habla administrado 

iv.). Los niveles de anticuerpo Se midleron usando Un EL.ISA de capture de P-- 

5 amiloide. 

El anÆlisis de los datos indica qua el anticuerpo I-I2LI bumanizado tierie one Vida 

media terminal de aproximadamente 82 home an ratones (labia II), qua as 

comparable a Is del anticuerpo monoclonal do raton parental 2E7 

(aproximadamente 75 boras). 

Tabla II 

ParÆmetro Media – SD in = 3) 

Cmax (ig/ml) 291 +43 

Tmªx (h) # 2.0(1,1-2 1) 

CLp (mi/h/kg) 0.9–0!1 

14(h) 82–4 

Vss (mI/kg) 94 – 12 

# mediaria e intervalo 

CmÆx ConcentraciOn maxima an plasma observada. 

15 Imax Tempo transcurrido hasta Is ooncerilraoion maxima an 

plasma observada 

Up Aclaramiento total en plasma; DoSis/AUC{o.in. 

Wa La vda media its Ease terminal Se determinC come la relacOn 

its ln2Iz deride z as [a constants de Is velocidad en Ease 

20 terminal; call usando on arialisis its regresión lineal no 

ponderado (despues de Is transformacien logarlthiioa) do lair 

pares de oonc�ntracion-errpo qua so produjerorl despuØs 

dot vtQ evatuado visuaknente de (a rose, terolS de o-

lineal. 

25 Verb Volumen de distribucion an estado estacionarlo; CL.p x MRT0. 
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Efecto do 1421I sobre la came de amiloide oerlferica an primates no humanos 

do Sad avanzada 

So realizo un estud’b an moral Cyrioriiolgus do Sad avanzeda (do 

apraxirnadamente IS aflas) care irivestigar Is relacion do exposiciOn-respuesta con 

5 respecto a Is tomlacLOn de complejos do an,ilaideil-12L1 y & aclaramiento y los 

posteriores efectos sobre los niveles do amilolde del CSF y el SNC. Se r000gieron 

muestras do sangre y de CSF lumbar (tornados con sedaciOn con ketarnina) 

sen,analrnonle. S semanas antes do administer Is 1A costs do 1120. 

Irimediatamente despues del muestroo an Ia sermons 3, los animales recibieron 

10 placebo In = 10), 0,1 mg/kg in m 5), 1 mg/kg (I = 5)o 10 mgilcg On = 10) do H21L1 

despuØs cada 2 semanas durante un periodo do 12 semanas. Se tornaron 

semanalniente muestras do sangre card realizar el anAlisis en plasma do H21I 

A41 total. So r000flieron muestras do CSE pera Is cuarititicacion do A40142cada 2 

semanas. Despues do terminar el periodo do dositicaclón, las animales so 

15 sacriticaron pare cuantiticar an el cerebro el bota-amiloide for analisis bioquimico 

como as be descrito anteriormente y para invostigar as microhemorragias. En el 

grupo do manor dosificaciOn (0,1 mg/kg) los animales as sacriticaron be forma 

escalanada para evaluar el bubble efecto del transcurso del tempo an us niveles 

cerebralos comer consecuencia de Is terrninaciOn do Is  dosificacion y, par 1° Onto, Is  

20 saturaciOn do Las reserves plasmalicas de amiloide. 

Este estudio as aprobo por el Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) 

de MACCINE Pte Ltd, o Maccine antes do iniciar Is fase experimental. El nUmero 

de protocolo do ACUC tue n° 06-2008. GSK he realizado una Al at centio de 

25 Macvine y be yevisado Lu proceso Øtico y to he cor,siderado scrabble. 

Las muestras de plasma as dilLlyeron an eerie 1:10 a 1:50000 y as anadieron a 

aplicado como run recubrinilento an places ELISA. Se crearorl curves patron quo 

variation do 0-10 tgThiF do 112LI an diluvente. Liespues de una incubaciOn do una 

30 nouns a 4CC, H21I se visualize usando IgG anti_humafla-peroxidasa do rAbano 

picante (Amersharn - diluido 1:2000 an diluyente) y un sistema do detecoión do 

teframetilbencideno. OespuØs de una administracion iv an embolada individual 

repetida, or niveles plasmÆticos de H21LI pareclan aumentar do una manera 

dependiente do Is dosis. No hubo indicios its ausoncia de linealidad severe en Is 

.40L) 
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tarrnacooinetica, 1° due indica quo pars Is mayor parte del intervalo de dosificaciOn, 

as consiguieron cOncentraciones molares on exceso do Hl an el plasma an 

comparaciOn con Ins niveles de an,iloido fibre. 

5 La AI541total Se midiO an plasma auto usando Un kit ELISA AD 142 disponible an el 

nercado (Innogenetics) de acuerdo con las instruccones del fabricante, variando 

las curvas patron do SOD-i p9/mi creado an el diluyente del kit. Las muostras y Its 

patrones so incuban durante una noche a 4°C antes del ensayo  par duplicao de 

acuerdo tori las instnjcciones del kit. Debe iridlcarse qua debido a Is [nterferencia 

10 del anticuerpo do correction suministrado con el ensayo do AD42, este kit no puede 

usarso had mods Los niveles de Ai2 libre, silo qua nude el A41 total aparente. 

Hubo Un aumento dapendiente de Is concentracion y do Is doss an AD42 niveles 

mantenidos de aproximadamente 300! 125 y 25 pg/mi despues de 10, 1 0 0,1 mgilcg 

de H21I respectivaniente). 
� 15 Por Los datos del anÆlisis as probable qua el aumento an eL !!Ap total" se deba at 

resultado de una solids signLficativa de amiloide del ederior de las reservas 

plasmaticas, quo parecla dependiente de las concentraciones de H211 >1 ingi, 

no parecian set el resultado de Is ausencia de aclaramiento del complejo. Esto tue 

avidente por Is veiccidad de eliminacion del A0total act como Is fluctuation an ors 

20 niveles totales an Un intervalo do dosificaciOn. 

Nasta Is facts solo Se ban completado y analizado totalmente Its anAlisis an 

plasma. Sin embargo! Ins anªlisis preLiminares indican quo table una tendencia 

hacia Is reduccion an el CSF y hacia el aumento an el hipocampo del nivel do Ap42 

25 total  (medido como so he descrito antericrrnente an general) despus del 

tratamiento con 10 ma/kg de H2LI. 

40 En algunas secciones cerebrales. so detectaron pequenas areas do 

microhemorragia como so muestra per al mOtodo do tinciOn con Azul de Perk 

30 Prussian. Este metodo visualiza el hierro fØrrLo (el hierro as Un cOnstitLjyente 

esencial do Is hemoglobins qua Ileva el oxigenc presents an Its globulos rojos) 

produciendo an compuesto aS nisoluble. Ski �rnbargo. no hubo iinQUfla thlor&nria 

en Is incidencia entre as animates tratados con vehiculo y be tratados con tÆrmaco. 



Anklisis an Macacos Cynomolous do ended avanzada as places de beta 

amiloide an el cerebra y del beta amilolde total an all plasma 

En monos cynomolgus Se ban presentado parÆmetros an liquido cefalorraqLkldeo 

(CSF) 
y 

on tejidos its Is AD hurrahs. Be he domostrado quo el mono cynomolgus 

do edad avanzada tiene indicios its deposician de amiloides. (Covance. The 

cynomolgus monkey as a model for Alzbeimers disease. En: Buse E, Haberrnann 

3, Fridericha-Gromoll 5, Kaspereit J, Nowak P andNlggemann K, editors. Poster 

Presentation at the 44th Annual Meeting of the Society of Toxicology, New Orleans, 

10 Louisiana, del 6 allUde marzo de 2005). La posibilidad de qua H2L1 induzca tuna 

respuesta inapropiada pal como encefalitis) an Un cerebro envejecido so investigO 

on monos hernbra que habian tenido ones previanierite de edad avanzada, de 

aproximadamente 20 anos. Ademâs. tambien Be investig6 Is seguridad, las 

microhemorragias relacionadas con el trataniiento, Is neutralizaciOn/aclaramiento 

15 del material de ensayo. Is hipersensibilidad 
y 

Is enfemiedad por complejos inmunes 

despuØs de Is administracion intravenosa durante S semanas en intervalos de dos 

semanas. AdemÆs as analizaron low niveles de AP,i2 en riiuestras del SNC 
y 

de 

sangre. 

20 Diseno del Estudlo 

A grupos de 5 (grupo 1), 9 (grupo 2) 0 10 (grow 3) mooDs cynomolgus hembta 

geriAtricos so as adniinistraron 0 (vebiculo), 50 O 100 mgilcg/dosiflcaciOn at dia de 

H2LI an vehlculo (4 ml/kg) one serrate si y otra no durante on parodic do 8 

semanas, por via intravenosa, por media do una admlnisiracior’ an enibolada lenta. 

25 El veliiculo consistia an acetato sdico trihidrato a 661 ni! edetato disodico 

dihidrato a 0,0186 mg/mi, polisorhato 80 a 0,2 all y base L-Arginina a 10 m 

el pH fue do 5,5. Los niveles de dosificaoion so eligieron pars investigar niveles de 

dositicacion qua eran 5 y 10 veces as niveles he dosiflcaciOn cltnica cascade. 

Las siguientes evaluaciones Se reahzaron antes its Is dosificaciOri, diarianiente 

30 (signcs clinicos, peso corporal, consumo de alimentos), an Is Semana 4 y an Is 

semana previa a Is necropsia: observaciones an at animal vivo, peso corporal, 

temperatura corporal, bematologia, qulmica clinics (incluyendo el analisis del 

liquido cefalorraquideo ICSFD, urianalisis y determination de citoquinas an CSF. 

Despues do Is necropsia, so determinaron los pesos de los organics, observaoiones 
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macroscopicas y observaciones microsc4icas del cerebra, meddle espinal cervical 

y lesiones generates en tows los animates Despues do oath dosificacion as 

realizô one evaluacion toxicocinØtica. 

S Resultados 

No liubo muertos no programadas, y no se produjeron signos quo indicaran one 

influencia del articulo ae ensavo sobre el estado general do los anirnales a Las deals 

adn,inistradas. Las micas observaciones destacadas an Ia patologla since 

(hematologla y quimica del suero). segun as concluyO seaman relacionadas con Is 

10 edad y no con el articulo de ensayo. 

La expcsiciOn sistemica a H2LI (medida par AUC0, y Cma) aumentó 

aproximadarnente en proporciOn a Is dosis. Para Los dos grupos de dosif’cacion, no 

hubo Un cambio marcado (c2 veces) on Is expoiciOn sistemica entre Ia 1a deals y 

IS Is 41 dosis do Its pefiodos de muestreo. 

No Se detecto ningOn signo de reacciones iriflaniatorias en el cerebro detectadas 

p0’ anÆl’sis del CSF, y no rube ningt3n hallazgo niacroscOpoo a rnicroscbpioo en le 

necropsia quo sugiriera Is influencia del articulo de ensayo, especificamente no Se 

20 produjeron microhemorragias ni encefalitis. 

Este estudjo as realize do acuerdo con las regulaciones de Is Buena Prctica de 

L.aboratorio come as indica an Is Ley Alcmene sobre Productos Qulmicos. anexo I 

2 en el articulo lea Chemikalien Gesetz, junio do 2002, los Principios do OECD 

25 de is Buena Practice de Laboratorlo (revisado en 1997, expedidc to; eflero do 7998) 

ENVJMC/CHEM (98) 17 y el Documento Conseriso !The Application of the OECD 

� 
Principles of GLP to the Organisation and Management of Multi-site Studies 

� ENV?JM/MONO(2002)9. Los estudios realizados de acuerdo con las regulaciones 

normas anteriores Se consideraron aceptables para las autorldades reguladoras de 

30 Ia FDA de Estill Unidos. 

Antilles de Is Came de Places an at SNO 

Los hemisferios cerebraLes lzquierdos de los macaws cynomolgus tratados con 

vehioLilo del estudio anterior Se anelizaron per inmunoliistoquim’Ca- Una seocion en 
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corona, corona, a rival del sumo temporal media quo contenla partes del giro dentado y del 

hipocampo as Proceed an care como se he descrito anteriormente. Para Is 

inniunohistoqulmica, his s000iones so marcaron con un anticuerpo pan-AR (1 ES, 

anticuerpo monoclonal inducido contra AG 13-27)0 con el ariticuerpo A042 (20310, 

S anticuerpo monoclonal quo reconoce a AIR (42) yel niarcaje Se realizo comb Se he 

ndicado anteriorniente. Para coda seccion Se reaizO Un recuento visual del numero 

its planes. Los tojidos do Its onto monos cynoniolgus tratados con vetilculo 

mostraron indicios de places de AII parenquimÆdcas lambien hubo indicios de A 

marcado cerebrovascular y AIR intraneuronal. 

10 

Anªlisis de coniDlelos de beta amiloid&anticueroo an plasma 

Se realizo Un anØlisis bioqulmico on muestras plasmÆticas a partir de dos puntos de 

tiempo (al final de las semanas 4 
y 

8 despues do iniciar Is dosificacion) de animales 

qua recibieron 50 mg/kg in = 9) 0 100 mg/kg in = 10) de H21LI a controles quo 

15 recibieron vehiculo (n = 5). Se analizaron muestras duplicadas do IOU il usando el 

kit ELISA its An 1-42 lnnogenetics &sponible an el mercado, Incubates durante una 

noche a 4’C. Las muestras do control as analizarori tanto puras como a una 

dilucion 1:10 (usando el diluvente suriiinistrado), miontras qua las muestras de los 

animales qua recibieron Is dosificaciOn Se ensayaron puras 
y 

a 1:25- Se analizaron 

20 Its valores de absorbancia posteriores dedudendase los valises do absorbencies 

desconocidos an pg/mI usando curves patrOn, 
y 

despues Se corrigieron Para 

cualquier diluciOr’ del ensayo. Los niveles plasmÆticos totales do A42 obtonidos a 

partir de estas muestras Se proporcionan on la Table 12 qua Se presents miss 

adelante (las cifras estan an pgfnil – SE); toSs las muestras do Its animales 

25 tratados con HZLI contenlan nivotes signifpcativan,ente mayoress do Ap42 (p <0,001 

Pon ensayo t do student) quo an los grupos do control  

Table 12 
� 

Semana 4 (N/ml) Semana 8 (pg!ml) 

Control (1:10) 104,1 It 30.4 29,8 – 7,9 

50 mg/kg (1:25) 830,5–79,1 615,8 – 50,2 

100 mgikg (1:25) 1020,5 – 84.4 492,7 – 41 

Los all presentados Se obtuvioron a partir do muestras no diluidas. Los 

30 resultados do las muestras puras no so UsarOn. ya quo muchos puntos do datos 
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elanBran mayores qua el paten superior o debido a Is limitaciOr’ del volumen de Is 

muestra, solo Be ensayaron comb Lifi solo punto 

5 Process do production 

Pueden usarse vectores do expresion qua codif’can 112L1 
y 

unirse operativamente 

a marcadores de selecciOn amplificables tales comb Is DHFR o Is glutamina 

sintetasa Para trabsfectar o transducir lineas de cØlulas CHO parentales apropiadas 

(por ejemplo, CHQDG44 o CHOK I) Para producir Ilneas celulares nodificadas Per 

10 rlgenieria genOtica adecuades Para Is productiOn do anticuerpos monoclonales a 

gran escala (come revision vØase Oebbington and Hentschel DNA Cloning Volume 

Ill; A practical approach (editado per Clover DM) (Oxford IRL press. 1987). Para 

aumeritar los niveles de expresion, Is secuencia codificante puede optimizarse con 

respecto a sus codones Para eviler motives de secuericia its actuaciOn cis V 

15 contenidos extremes do OC (sitos o bajos). Las SEC ID NO. 42 
y 

N°: 43 ilustran 

esta secuencia codificante pars Is coders pesada 12 
y 

a cadena ilgera LI La 

producciOn a gran escala puede realizarse on biorreactores do depOsito do 

agitaciOri usando rnedio sin componentes de origen animal, soguido de purificatiOn. 

Este peace coruprender Is clarificacion del material recogido, seguido de 

20 cramatogratia de aflriidad en protelna A, 
y 

Ia purificaciOn adicional usando 

intercambio iOnico (par ejeniplo, catiOnico) 
y 

operaciones an unidades do 

cromatografia de modo mixto (per ejemplo, hidroxiapatita ceramics). La 

nanofiltracion pan Is eliminaciOn do virus Ce continUa per una etapa do 

ultrafil(raciOnldiaflltraciOn final quo permits ma formuLacion adecuada Para Is via de 

25 administración cascade. 

EiemDlo de Formulacion famniaceutica 

Inarediente Cantidad (oor ml) 

30 Hl 50 mg 

Acetate sOdico tiihidrato 6,81 mg 

Polisorbato 80 0,20 mg 

Base arginina 10,00 rug 

Clone sOdico 3,00 mg 

3 
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Edetato disOdico dihidrato 0,0186mg 

Acido clorhldrico cs pare der pH 5,5 

Ague pare inyecciOn Haste 1,0 ml 

NitrOgeno Hasta rellenar el espacio superior 

Socuencias do Aminoacidos do roolones V do Marcos AcoDtoras V Variantes 

I1ur,ianiadas 

10 Region v do marco acoptora do cadona posada do M99675, secuencia do 

arninoacidos (SEC ID N°: 21) 

EVQLVESGGG LVQ PG G SL RLSCMSG FWSSYS M NWVQAPGKGLEWVSYI S 58 

SSTIWADSVKG RFTI SR DNAK N SLYL.QMNSLRAEDTAVYYCAR 

IS ADN do region V do marco acoptora do cadena pesada do M99675 (SEC ID NO: 

22) 

GAGGIG CAGCTGQTG GAGIGIG GGGGAGGGUG GTAGAGCCTGG G GGGTCC 

CTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAUGACCTrCAGTAGCTATAGCATGMC 

IG GGTCCGCCAG CTCGAG oGAGG GGGTGGAGTGG GTTTCATACATTAGTA 

20 GTAGTAGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGMGGGCCGA11tACCATCT 

CCAGAGACAkTGCGMGMCTCACTGTATCTGCWTGAACAGCCTGAGAGCC 

GAGGACACGG CTGTGTArrACTGTGCGAGAGA 

Secuoncla do aminoacidos do regiOn V do marco aceptora do cadena ilgoia do 

25 CAASIISS (SEC ID N: 24) 
DIVMTOSPLSLPVTPGEPASISC?RSSOSLLHSNGYNYLDMLQKPGQSPOLLIYLOZ 

. SN RASGVPD RFSGSGSGTDFTLKI SRVEAE DVGWYCMOALOTPWJFGQG11WEI 

K 

30 ADN do region v do memo acoptora do cadona ligora do CAa.51135 (SEC ID 

W: 25) 

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCAGTGTCCCTGCCGGTCACCGCTGGAGAGCC 

GGCCTCCATGTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCOTCCTGGATAGTMJGGATACA 

ACTAmGGAUGGTAcCTGCAGMGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATC 

PAO 
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TAme GGTTCTAATGGGGCCTCC C GGGTCCCTGACAGGTTCAGTG GCAGTGG 

ALCAGCCACAGA I I I IACAC[GpNkTCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGUC 

occmArTAcTecATecMecTcrAcwcTccCTe GACGr[CGG CCM000 

ACCMGGTGGWTCW 

Varianto HI de region v de cadena pesada hurilanizada, secuencla do 

aminoªcldos (SEC ID N°: 26) 

EVOLVES GGGLVQ PGGSLRLSCAASG FTF S DNG MAWVRQAPG KOL EWVSFLSN 

AYSIDYADVTGRFTISRDNPJ<NSLYLOMN4SLRAEDTAVYYCVSGIWFAYWOOGT 

’0 LVIVSS 

Secuencia codificante de ADN do variante HI do region v do cadena pesada 

humanizada (SEC ID NO: 27) 

GAGGTCCACCTGGTGGAGTCTG CC GGAGGCUCGTACAGGCTGGG GGGTCC 

15 CTGACACTCTCCTGTGCAGCCTCTOGATTCACCTTCAGTGACA4CGG.MTCGC 

GTGG GTCCCCCAGGCTCCAGG GMGGG GCTGGAGTGGGUTCATTCAUACT 

AAmGCCATATAGTATCGACTACGCAGACACTCTGACGGGCCGAUCACCAT 

CTCCAGAGACMTG CCAGMCTCACTGTATCTGCWTGMCAGCCT3ACAG 

CCCACCACACGGGTGTGTAUACTGTGTCAGCGGGAC OTGGrrTGCUACTGG 

20 GGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCA 

Vailante 42 do region V de cadena pesada hurlianizada, secuencia de 

aminoacidos (SEC ID N°: 28) 

EVOLVES C GGLVQ PGGSLRLSCAVSGFTFSD w3K4.*WRaAPGKGLEM’S F I SNL 

25 AYSIDYADTVTtRFTISRDNncNSLYLOMNSLRAEDTAVflCVSG1WFAWGOGT 

L VTVS S 

ADM de varlante 42 de region V de cadena pesada humanizada (SEC ID N°: 29) 

GAGGTGCAGCTGGTGGACTCTG Ge GGAGGCTrGGTACAGCCT000 GGGTCC 

30 CTCAGACTCTCCTG1GCAGTCTCTGGAnCACCUCAGTGACMCGGMfGCC 

010031CC GCCAGG CTCCAGG GAAGGC GCTGGAc9I000TUCATTCAUACT 

AAmCCCATATAGTATCCACTACGCAGACACTGTSACGGGCCGATTCACCAT 

CTCCAGAGACMcFC CCM&AACTCACTCTATCTGCWTGMCAGCCTGAGAG 
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cceAeeAcAcoocTcTo-FAF-AcTeTcrcAGceeeAccTsemscrrAcTee 

GGCCAG GGCAGAGTAGTCACAGTCTCCTCA 

Varlanle H3 do region v de cadena pesada hurnarilzada, secuencis de 

5 an,InoÆcidos (SEC ID If: 30) 

EVQLVESG GGLVQPGGS LRLSCPaS GFTFSD N GMWVRQAPGKGLEW ’SF SN L 

AYSI DYADIVTG RFTI S RDNAKNS LYLO MN SL FED1AVYYCVSGIW FAWGOGT 

LVIVSS 

10 ADN de variarde Ha de region V do cadena pesada uiumanirada (SEC ID If 31) 

GAG GTGCAGCTBGTGGAGTCTGGGGGAG GC11DGTACAG CCTG GGGGCTCC 

CTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAUCACCTTCAGTGACMCGGAATGGC 

GTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGMC GGGCTGGACTGGATCTCAflCAUAGT 

AkmGGCATATAGTATCGACTACGCAGACACTGTGACGG GOCOAnCACCAT 

IS GTCCAGAGACMTGCCPAGMCTCACTGTATCTCCWTGMCAGCCTGAGAG 

CCGAGGACACGGCTGTGTAUACTGTGTCAGCGGGACCTGGmGCUACTGC 

G GCGAG G GCACACTAGTCACAGTGTCCTCA 

Secuencia de aminoacidos de varlante LI de region v de cadena Ilgera 

20 humanlrada (SEC ID If: 32) 

DI VMTQSPLSLPVTP GE PAS I SCRVSOSL L H S N GYTYL HWYLQKP SOS POLL I 

SNRFSGVPDRFSGS GSGTDFftKI S RVEAEDVGWYCSQTRHVPYTFGGG1XVEI 

K 

25 ADN de variante LI de region V de cadena ligera tiumariuzada (SEC ID N°: 33) 
GAThITCTGATQAGTGAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCC 

. GGGCTCCATCTCCTGCAGAGUAGTCAGAGC(, I I I ACACAGTMJGGATACAG 

CTAflTACAUG GTACCTGCAGAaGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTA 

TwGmccMcceA IIIICTGGGGTCGCTGACAGGrrCAGTGGCAGTGGAT 

30 CAGGCACAGAT1T[ACACTGAWTCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGUGGC 

GflATTACTGC-ICTCA4ACTAGACATGTTCCGTACACGTrCGGCGGAGGGAC 

cpaGGiGGMtcw 



- 76 - 

Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de HI madura (ft rilutado, 

rnutaclón doble en negrita) SEC ID N: 34) 

EVOLVESGGG LVQ PG GSL RLSCMSG FTFS DNG MAVNROAPGKG L.EWVSFI SN L 

AYS I DYADNTG RFTI SRDNAKN SLYLQMNSL RAEDTAVYYCVSGTWFAYWGQGT 

5 LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTMLGCLVKDYFPEPV1VSWNSGALTSG 

VHTFPAVLQSSGIYSLSSWWPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTICVDKKVEPKSCDK 

THTCP PC PAPELAGAPSVF L F PP KPKDTL MI SRTPEVTCVWDVSH ED PEVKF NW 

VVDGVEVWqAKTKPREEQ VNSTYR VVS /L TVL HOD WL NGKElXCKvSNkLPAPI 

EKTISKAKGQ PR E PQVYILP PSRD ELTKN QVS L.ICLVKGFY PS DI AVEWESNGQPE 

10 NNYK11PPVLDSGSFFLYSKLNDKSRWOOCb.WFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL 

SPGI< 

ADN de longitud completa de HI (SEC ID N°: 35) 

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTG 3 

IS GGGACGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTCAGACTCTCCTGTGCAGCGTCT 

GGAUCACCrCAGTGAGMCGGAATGG 

Ce reGGrcceccAGGcTccAGaaMGeoocroGAsTceema4rrcAuA C 

TMmGG CATATAG TAT C G A C TAC C CA 

GACACTGTGACGG G000ArrCACCATCTCCAGAGACAATGCCPAGMCTCACT 

20 GTATCTGCWTGCAGCCTGAGACC 

CGAGGACACGGC1-o,-GTATTACTGTGTCAGCGGeACCTGGUTGCUACTGGG 

GCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCT 

CAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCUCCCCCTGGCACCCTCCTCCGAG 

CACCTCTG GGGGCACAGCGGCCCTGG CC 

25 TGCCTGGTCAkGGACTACUCCCCGMCCGGTGACGGTGTCGTGGMCTCAG 

GCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTT 

. CCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGAOTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCG 

TGCCC TC CA S C A S C Yr C C C CA C C GAG A 

CCTACATCTG C&CGTGMJCACAG CCCAG CMCACCPAGGTGGACMCW 

30 GTTGAGCCCWTCTrGTGACAWCT 

CACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGMCTCGCGGGG GCACCGTCASTCT 

TCCTCflCCCCCCPCCCMG CACAC 

CCTCATGATCTCCC GSACCCCTGAG GTCACATGCGTG CTGGTGGACGTGAGC 

CACGMGACCCTGAGGTCMSrTCMCT 

ME 
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GGTACGTGGACGGCGTG GAGGTGCATMTGCCMGACWGCCGG000AGGA 

GCAGTACACCAG CACGTACC GTGTGGTC 

AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGMTGGGMGGAGTACMGT 

C CMe C TCTC C M G C C C T C C CA 3 C 

5 CCCCATCGAGP…&kCCATCTCCAAkGCCMGCGCAGCCCCGAGAACCACAG 

GTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATG 

AGCTGACCGMCCAGGTCAG CCTGACCTGCCTG GTCWGGCUCTATCCC 

ACCGACATCGCCGTGGAGTGGCAGAGC 

AATGGGCAGCC GGACMCPACTACAAGACCACGCCTCCCGTG CTGGACTCCG 

10 ACGGCTCCUCrrCCTCTACAGCMGCT 

CACCGTGGACMGAGCAG GTGGCAGCAGG 3 GMC GTCUCTCATGCTCCGTG 

ATO CATG AG C C T C TG CACM C CACTAC A 

Ce CAG.MGAGCCTCTCCCTGTCTCCGCGTW 

S 15 Secisencia do anhinoÆcldos de cadona pesada de 42 madura (Fc rnutado, 

doble n,utaciOn en negrlta) (SEC ID N°: 36) 

EVQLVES006L VQPGGSLRLSG4VSGFTFSDNGMMWR QAPGKGLEVNS F I SNL 

AYSIDYA DTV1GR FTIS RD NP <NSLYLQMNS L. RAE DTAVYYC VSGIWFAWVGQGT 

LVTVSSASTKGPSVFPLAPSS KSTSGGTMLGCLVK DY FPEPVTVSW NSGALTSG 

20 VHTFPA’VtOSSGIYSLSSWWPSSSLCTQflICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDK 

TH IC PPCPAPE LAGAPSV FLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCWVDVS HE DP EVKFNW 

WCGVEVHNAKTKPREEQYNS1YRW8tVYLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI 

EKTI SKAKCQPREPQWTL. PPS RDE LTKNQVSLTCLVKG FYPSO IAVEWES N COPE 

N NYKUPPVLDSDCSFFLYSKLWDKS RWQOGNVFSCSV MH EALH N HVJQKSLS L 

25 SPGK 

� ADN do longitud completa de H2 (SEC ID N: 37) 

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGG GAG GCrrQGTACAGCCTGGGC C GTCC 

CTGAGACTCTCCTGTGCAGTGTCTGGATT 

30 CACCITCAGTGACPaCGGMTGGCGTGGGTCCGCCACGCTCCAGGGAAGGGG 

cTeGAGTCGGmcAuCATrAGTu 

TGGCATATAGTATCGACTACGCAGACACTCTGACGGCCCGAUCACCATCTCC 

ACAGACWG C C aMC I C AC TG TAI 
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CTGCWTGMCAG CCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTAUACTGTGTCAG 

cGGGAccTGOmec-rTAcTG000cCA 

GGGCACACTAGTGAOAGTCTCCTCAGCCTCCACCMG GGCCCATCGGTCTTCC 

CGCT000ACCCTCCTCCMGAGGACCT 

5 CTGCOGGCACAGCGGCCGTGGGCTGCCTGGTGMGGACTACnCCCCGMCC 

GOTGAC GGTGTCGTGGMCTCAGGCGCC 

CTCACCAGCGG CGTGCACACCUCCCGGCTOTCCTACAGTCCTCAGGACTCTA 

CTCCCTCAC CAGC GTG GTGACCGTGCC 

GTGCAGCAGCTTGGGCACCCAOACCTACATCTOCMCGTGMTCACMGCCCA 

10 GOAACACCMGGTGGACMGMaGTrG 

AGCCCWTCUGTOACMACTCACAGATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGM 

CTCGCOCG GGCACCGTCAGTCTTCCTC 

nCCCCCCPAMOCCMGGACACGCTCArGATCTCCCGGACCCGTGAGGTCAC 

ATGCGTGGTGGTG GACGTGAGCCACGA 

� 

IS 

GGCMGACWeCCGCGGGAGGAGCAGT 

ACMCAGCACG YACCOTG TOG TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCAGCAOGACTG 

GCTGPATGGCMG GAGTACMGTGCPaG 

G-rcTcCMcMaeccc1-cccAeoCCccATceAGWAccATCTCCWGCCPa 

20 AG000AGCCCCGAGMCCACAGGTGTA 

CACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCMGPACCAGGTCAGCCTGACC 

TGCCTG GTCWGGC1TCTATCCCAGCO 

ACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAKFGGGCAGCCG GAGAACMCTACAAGAC 

CACGCCTC CCGTGCTGGACTCCGACG SC 

25 TCCTTCTTCCTCTACAGCAkGCTCACCGTGGACMGAGCAGGTGGCAGCAGGG 

GMCG IC UCTCA IC C IC CGA TO C A 

TGAGG CTCTGCACACCACTAGAC OCAGMGAGCCTCTGCCTGTCTCCG GGTA 
. pa 

30 Secuencia do anilnoacidos do cadena pesada do 113 ruadura (Fc niutado, 

mutaclon doble en negrita) (SEC ID Na: 38) 

EVOLVES GGGLVO PGGSLRLSCMSG FTFS DNO MAWVRQAPG KGL EWI SF’S NL 

AYSIDYAD1V1GRFTISRDNAKNSLVLQMNSLRAEDTAVWCVSGTWFAYWSOGT 

LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTMLGCLVKDYF PE PV1VSWNSGAITS S 


