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Documento de Identificacion X c.c. (0 ce  [ONT [] otroNumero . 39.690.713
Nacionalidad / Pais de Constitucién | " Direccién y Domicilio del Titular v Ciudad
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Industria y Comercio RELACION DE ANEXOS

SUPERINTENDENCIA
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Tipo de Radicacion: Entrada: o© Salida: o Traslado: o Convenio: O
Radicador: |Planilla:

D No. Radicacion Consecutivo Item Item Unidad de Conservacion

1 c{ - :7. I - A q > 1 Bolsa

2 IB“ZQIZIZ o A 2 Caja

3 3 Libro

4 4 Sobre

5 5 Tomo

6 6 Otro

7 Item Soporte Documental

8 ﬁ CD

9 8 Disquete

10 9 DVD

1 10 Folleto

12 11 Foto

13 12 Peribdico

14 13 Plano

15 14 Publicacion Peritdica

16 15 uSB

17 16 Otro
Observaciones: .
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0089966

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Septiembre 09 de 2013 - 16:31:47

RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A.

NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 590199094 09/09/2013

12.637.000.00

*kk

*** Conceptos Pagados

CANT. RENTISTICO CONCFPTQ Vr UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 2205 Rl\\//éﬂgr\é% Cso LicTuD EDE PATENTE 450.000.00 450.000.00

$450.000.00

SON: **QUATROCIENTOS CINCUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

’Res;pons ble:. /w

Recibo d aﬁ%do al Expediente No.

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 4

SUPERINTEND

//II/I/III//I(/II(IWIIIWIIIII//IIHIIHIIIIII///II/flffIII/II////IIMﬂ/II!III!I/IIWII/N’IIJ/IIWII/W/IIJ

Fecha: 2013-12.12 16

Act. 411 PRESENTACION Folios

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

. Septiembre 9 de 2013 - 16:31:53

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center:

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

T

Fecha: 2013-12-12 16:356:14  Dep. 2020 DIRNUEVASCR
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35:1
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1 (571) 6513240




(1)

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

X RECIBO DE CAJA No. 13 - 0072383
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 22 de 2013 - 11:47:53
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 561170153 22/07/2013 7.700.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTQ V. UNDITARIO — Vr CONCEPTO
150005-01-09 QTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 1612 TASA ANUAL A0S 9 2 12 CUATRENIO 480.000.00 $22888883

SON: **CUATROCIENTOS OCHENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

 COMERCO

ubER‘NTENTﬁ&\Q\\‘\i\\i\&M\K\W\WW UEVASCR
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int CI: C07K 16/18
(22) Fecha de solicitud: 27-01-09 (71) Solicitante(s): AC IMMUNE S.A. Y GENENTECH, INC.
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
06014730.3 14-07-06 EP
06020765.1 02-10-06 EP ](72) Inventor(es): PFEIFER, Andrea; PIHLGREN, Maria;
60/943,289 11-06-07 us MUHS, Andreas y WATTS, Ryan.
60/943,499 12-06-07 us
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 14-02-09 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 24-01-08
Fecha de presentacion de la solicitud: 13-07-07 N° publicacion: WO 2008/011348 A3
No. de solicitud: PCT/US2007/07 3504
(54) Titulo: ANTICUERPO HUMANIZADO CONTRA BETA AMILOIDE

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacién nimero 1.-

Un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo,
gue se une especificamente a al menos un epitope en la proteina amiloide- en donde el epitope comprende
al menos dos residuos de aminodacido consecutivos — Lys — Leu — predominantemente involucrados en la union
al anticuerpo dentro de la siguiente secuencia nuclear Xaa, — Xaa, — Lys — Leu — Xaa; (SEC ID No.: 10)

en donde

Xaa; es His, Asn, GIn Lys o Arg;

Xaa,es Asn o GIn; y

Xaases Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle.

{497155.D0C v.1}




<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

LISTADO DE SECUENCIAS

AC Immune

Anticuerpo humanizado

M1967 EP S3

32

PatentIn versidén 3.3

1

10

PRT

Mus musculo

C2 HuVH AF 4 regidén variable de cadena pesada humanizada (CDRL1)

1

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

2

17

PRT

Mus musculo

C2 HuVU AF 4 regidén variable de cadena pesada humanizada (CDR2)

Ser Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1

Gly

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

<220>
<223>

5 10 15

3

3

PRT

Mus musculo

C2 HuVH AF 4 regidén variable de cadena pesada humanizada (CDR3)

{461391.DOC v.1}



<400>

3

Gly Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

4

16

PRT

Mus musculo

C2 HuVK 1 regidbn variable de cadena liviana humanizada (CDR1)

4

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Ser Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10 15

5

7

PRT

Mus musculo

C2 HuVK 1 Regidn variable de cadena liviana humanizada (CDR2)

5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

6

9

PRT

Mus musculo

C2 HuVK 1 regidén variable de cadena liviana humanizada (CDR3)

6

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr

1

5

{461391.DOC v.1}



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

<220>
<223>

<400>

7

6

PRT

Homo sapiens

Epitope AR, regidn 2

7

Val Phe Phe Ala Glu Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

5

8

5

PRT

Homo sapiens

Epitope AR, regidn 1

8

His Gln Lys Leu Val

1

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

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

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

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

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

5

9

6

PRT

Homo sapiens

caracteristica misc
(1) ..(1)
Xaa puede ser Ala, Val, Leu,

caracteristica misc
(4) .. (4)
Xaa puede ser Ala, Val, Leu,

caracteristica misc
(3)..(3)
Xaa puede ser Glu o Asp

caracteristica misc
(6)..(6)
Xaa puede ser Glu o Asp

{461391.DOC v.1}
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Met,
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<400>

9

Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa

1

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

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

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

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

<400>

5

10

5

PRT

Homo sapiens

caracteristica misc
(1) .. (1)
Xaa puede ser His, Asn, Gln Lys, o Arg

caracteristica misc
(2)..(2)
Xaa puede ser Asn o Gln

caracteristica misc
(5) .. (5)
Xaa puede ser Ala, Val, Leu, norleucina,

10

Xaa Xaa Lys Leu Xaa

1

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

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

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

<220>
<221>
<222>

5

11

10

PRT

Homo Sapiens

caracteristica misc
(1) ..(1)
Xaa puede ser His, Asn, Gln Lys, o Arg

caracteristica misc
(2)..(2)
Xaa puede ser Asn o Gln

caracteristica misc
(5)..(5)

{461391.DOC v.1}

Met,

Phe,

o Ile



<223> Xaa puede ser Ala,

<220>

<221> caracteristica misc

<222>  (8).

<223> Xaa puede ser Ala,

<220>

. (8)

<221> caracteristica misc

<222> (9)..

(9)

val,

val,

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<220>

<221> caracteristica misc
<222>  (10)..(10)
<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<400> 11

Leu,

Leu,

norleucina, Met, Phe o Ile

Ser o Ile

Xaa Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa

1
<210> 12
<211> 112

<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> (C2 HuVK 1 variable de cadena

<400> 12
Asp Ile Val
1

Glu Pro Ala

Asn Gly Asp
35

Pro Gln Leu
50

Asp Arg Phe
65

{461391.DOC v.1}

Met

Ser

20

Thr

leu

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

10

liviana

Ser Leu

10

Ser Gln

Leu Gln

Asn Arg

Thr Asp
75

artificial humanizada

Pro Val Thr Pro Gly
15

Ser Leu Val Tyr Ser
30

Lys Pro Gly Gln Ser
45

Phe Ser Gly Val Pro
60

Phe Thr Leu Lys Ile
80



Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp

85

Thr His Val Pro Trp Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile

Glu Pro

Asn Gly

Pro Gln

50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

Arg Thr

Gln Leu
130

{461391.DOC v.

13
219
PRT

100

Secuencia artificial

Cadena liviana de C2

13

Val

Ala

Asp

35

Leu

Phe

Val

Val

Val
115

Lys

1}

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Ala

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ala

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
135

Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser

90

95

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

105

110

artificial humanizado

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val
120

Ser

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Phe

Val

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

Val Thr

Leu Val
30

Pro Gly
45

Ser Gly

Thr Leu

Cys Ser

Val Glu
110

Pro Ser
125

Leu Asn
140

Pro

15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe



Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 14
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regidn constante de cadena liviana de C2 artificial humanizada

<400> 14

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val FPhe Ile Fhe Fro Fro Ser Asp Glu

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Fhe
20 =] in

Tyr Fro Arg Glu Ala Lys Val Glo Trp Lys Val Asp Asn Rla Leu Gln
15 41 45

Ser Gly Asn Ser Glm Glu Ser Val Thr Glu Gln Rsp Ser Lys Rap Ser
50 55 &0

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu ZSer Lys Ala Asp Tyr Glu
&5 0 TE B0

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr Higs Gln Gly Leu Ser Ser
BE a0 95

Fro ¥al Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

{461391.DOC v.1}



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

<220>
<223>

<400>

15
112
PRT
Secuencia artificial

Cadena variable pesada de C2 HuVH AF 4 artificial humanizado

15

Glu Val Gln Leuw Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Ber Leu RARrg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Fhe Thr Fhe Ser Ser Tyr

20 25 an

Gly Mer Ser Trp Val Arg Glm Ala Fro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Val

i5 40 45

Ala Ser Ile Asn Ser Asn Ely Ely Ser Thr Tyr Tyr Bro Asp Ser Val

S0

55 &0

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Rep Asn Ala Lys Ren Ser Leu Tyr

BS

TGO 75 ad

Lew Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Rsp Thr ARla Val Tyr Tyr Cys

34z 20 25

Ala Ser Sly Asp Tyr Trp Gly Gla Gly The Thr Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

100 105 110
16
439

PRT
Secuencia artificial

Cadena pesada de C2 artificial humanizado

16

Glu Val Glo Ley Val Glu S=r Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5 1o 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Sear Tyr

20 25 in

{461391.DOC v.1}



Gly

Ala

Ala

Ala

Sor

Fhe
145

Gly

Lou

Tyr

Arg

Glu
225

Asp

Asp

{461391.DOC v.1}

Met

Ser

50

Gly

Gln

Ser

Ser

Thr

130

Fro

Val

Ser

Thr

Val

210

Fhe

Thr

wval

Ser

35

Ile

Arg

Met

a1y

Thr
115

Ser

Glu

His

Ser

Cye

185

Glu

Lea1t

Ly

Ser

Trp

Asn

Fhe

AEn

As=p

100

Lya

Glu

Pro

Thr

Wal

180

Bary

Sar

Ely

Met

Eln
260

Wal

Ser

Thr

Ser

BS

Ely

Ser

Val

1l&5

Val

Val

Lya

1y

Ile

245

Elu

Rrg

Lan

Ile

70

Lienu

Trp

Pro

Thr

Thr
150

Pro

Thr

Aap HI

Tyr

Fro
230

Sar

Asp

GLln

Gly

Ser

Arg

Gly

Sar

Ala

1315

Val

Ala

Val

1y
215

Ser

Arg

Pro

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Eln

Wal

1z0

Ala

Sar

Val

Pro

Lys

204

Pro

val

Thr

Elu

Pra

Ber

hap

Elu

Ely

10%

Phe

L

L

ser

1856

PFro

Fro

Fhe

Fro

Val
265

Gly

Thr

Y5

hap
ad

Thr

Pro

Gly

hAgn

Gln
170

Sar

Sar

Cys

Leu

Elu

250

Gln

Lys

Rla

75

Thr

L

Cys

Ser
155

Ser

Sar

Bsn

Fro

Fhe
235

Val

Fhe

GEly

Ty

&h

Lysa

Ala

Val

Ala

Ligu

140

Gly

ey

Leu

Thr

220

Pro

ASn

Leu

&5

Pro

Azn

Val

Thr

Pro

135

Val

Ela

Gly

Gly

Lys

205

C¥E

Pro

Cys

Trp

Elu

hap

Sar

TyE

Val

110

Lys

Leu

Thr
190

Val

Ly=

wval

Tyr
270

Leu

Ser

Lauw

Tyr
95

Sar

Sexr

ASp

Thr

Tvr

175

Lys

Anp

Ala

Ero

val
255

Val

val

Val

Tyr

g0

Cye

Ser

Rrg

Ber
1&0

Serx

Thr

Lya

Pro

Lys
240

Val

Asp



Gly val Glu val His
275

Asn Ser Thr Tyr Arg
291

Trp Leu Asn Gly Lys
105

Fro Ser Ber Ile Glu
325

Glu Pro Gln Val Tyr
340

Aan Gln Val Ser Leu
355

Ile nala val Glu Trp
aTo

Thr Thr Pro Pro Val
385

Arg Leu Thr Val Asp
405

Cvs Ser Val Met His
420

Leu Ser Leu Ser Leu
2315

<210> 17

<211> 326

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

Aan

Val

G1lu
310

Liys

Thr

Thr

Elu

L=t

380

Lya

Elu

Gly

Rla

Val
295

Tyr

Thr

Leu

Cys

5er
375

A=p

Ser

Rla

Lya

Lys
ZB0

Bar

Lys

Ile

Pro

Leu

&0

ABN

Sar

Rrg

Leu

Thr

wal

Cye

Ser

Pro

345

Wal

Gly

Asp

Trp

His
aZ5

Lys

Leu

Ly=

Lym

30

Ser

Lya

Gln

=1y

Eln

410

ABN

Pro

Thr

Val

3ils

Ala

Gln

Gly

Pro

Eer
385

Elu

His

Rrg

Val

ing

Bar

Ly=

GElu

Pha

Glu
3e0

Gly

Glu

ZBS

Asn

Gy

Gla

TvE

385

Bsn

ASNn

Thr

<223> Regidn C de cadena IG GAMMA-4 - modificada

<400> 17

Glu

Hig

Lys

Gl

Met

350

Pra

Bsn

Gln

Gln

Gly

Pro

i35

Thr

Ser

Tyr

Leu Tyr

Val

Gln
430

Pha
415

Lys

Fhe

Rap

Liau

320

Arg

hep

Lisa

Sar

400

Ser

Ser

&la Ser Thr Liys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leuw Ala Pro Cys Ser Arg

1 5
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Ser Thr

Fhe Pro

Gly Wal
=1

Leun Ser
a5

Arg Val

Glu Fhe

hap Thr
134

Lsp Val
145

3ly Val

ABTI S58r

Trp Leu

Pro Ser
210

G3lu Pro
225
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Ser

LERRE
35

His

Ser

Cye

Elu

Leau

115

Law

Ser

Elu

Thr

AEN

125

Sar

Eln

Glu
20

Fro

Thr

hAan

5&r

loa

Gly

Glo

Val

Tyr
1a¢

=1y

Il

Wal

Eer

Val

Fhe

Wal

Val

85

Lys

Gly

Ile

Ela

His

165

ATg

Lya

Elu

Thr

Thr

Fro

Thr

T

Rap

Tyr

Fro

5&r

Asp

150

Asn

val

GElu

Lys

Thr
230

Ala

Val

Bla

5

Wal

His

Gly

5er

hrg

135

Fro

Ala

Val

Thr
215

Len

Ala

Ser
40

Val

Fro

Lys

Val
1240

Thr

Elu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Lieu

25

Trp

Leau

Ser

105

Fhe

Fro

val

Thr

Val
185

Cys

Sey

Pro

Gly

AEn

GEln

Ser

Sar
an

Cys

Ly

Elu

Gln

Ly=a
170

Liew

Lys

Ly=

Ser

Sayx

Ser

Ser

75

Asn

Fro

Fhe

Val

Fhe

155

Fro

Thr

Val

Ala

Sln
235

GEly

Ser

&0

Leu

Thr

Ero

Thr
140

ABT

Rrg

Val

Ser

Lya

220

Glu

Val

Ala
45

Gly

Gly

Lys

Cys

125

Cys

Trp

Glu

Lz

ASn

205

aly

Slu

-

Lys

i

Leau

Thr

Wal

1140

Lys

Val

Tyr

Elu

His=
150

Ly

Eln

Met

ASD

Thr

Tyx

Lys

bsp

a5

Bla

Val

val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Tyr

Sayx

Ser

Thr

a0

Lys

Fro

Lys

Val

REp

1@

Fhe

A=p

Leu

hrg

Lys
240



Agcatcaata gtaatggtgg tagcacctat tatccagaca gtgtgaaggg c

Thr

Glu

Lye

Glu
310

aly

Cys

Ber

Rap

Sar

235

Ala

Leu

Bsn

Ser

ZB0

hrg

L

Wal

Gly
265

hap

Lys Gly

250

Gln Pro

Gly Ser

Gln Glu

REn His
115

Phe Tyr Fro

Glu Asn Asn
270

Fhe Phe Leu
ZB5

Gly han val
ing

Tyr Thr Gln

Ser
255

Tyr

Tyx

Phe

Lys

Asp

Lys

Sar

Sar

5er
120

C2 HuVH AF 4 regidén variable de cadena pesada humanizada

C2 HuVH AF 4 regidén variable de cadena pesada humanizada

Bsn Gln Val Ser Leu
245

Ile Ala Val Glu Trp

260
Thr Thr Pro Pro Val
275
Arg Leu Thr Val fap
280

Cye Ser Val Met His

ans

Leauw Sar Leuy Sar Leg
3125

<210> 18

<211> 51

<212> ADN

<213> Mus musculo

<220>

<223>

<400> 18

<210> 19

<211> 9

<212> ADN

<213> Mus musculo

<220>

<223>

<400> 19

ggtgactac

<210> 20

<211> 49

<212> ADN

<213>

Mus musculo
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<220>
<223>

<400> 20

C2 HuVK 1 regién variable de cadena liviana humanizada

Agatctagtc agagccttgt atatagtaat ggagacacct atttacatt

<210> 21
<211> 635
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 21
gatattgtga

atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcce
agcagagtgg

tggacgttcg

<210> 22

<211> 657
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 22
gatattgtga

atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcce
agcagagtgg
tggacgttcg
ttcatcttcc

ctgaataact
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Cadena liviana

tgacccaatc
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gccaaggcac

tgacccaatc
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gccaaggcac
cgccatctga

tctatcccag

Secuencia artificial

variable de C2 Hu VK 1 artificial humanizado

tccactctcc
gagccttgta
gtctccacag
cagtggcagt
tgtgggagtt

caaggtggaa

Secuencia artificial

tccactctcce
gagccttgta
gtctccacag
cagtggcagt
tgtgggagtt
caaggtggaa
tgagcagttg

agaggccaaa

ctgcctgtca
tatagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgct

atcaaa

ctgcctgtca
tatagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgct
atcaaaagga
aaatctggaa

gtacagtgga

ctcctggtga
gagacaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ctcaaagtac

Cadena liviana de C2 artificial humanizado

ctcctggtga
gagacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ctcaaagtac
ctgtggctgc
atgcctctgt

aggtggataa

gcctgectcee
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttcct

gcctgcctcecce
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttcct
accatctgtc
tgtgtgcctg

cgccctceccaa

(CDR1)

49

60

120

180

240

300

336

60

120

180

240

300

360

420

480



tcgggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagca aggacagcac ctacagcctc 540
agcagcaccc tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac acaaagtcta cgcctgcgaa 600
gtcacccatc agggcctgag ctcgcccgtc acaaagagct tcaacagggg agagtgt 657
<210> 23

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Regidbn constante de cadena liviana de C2 artifical humanizado

<400> 23

aggactgtgg cbgoaccabte bgtotbeate Etoccgocat cbgatgagea ghtgaaatek &
ggaactgoct ctgbbtgtgbg coctgobgaat aacttotatc ccagagaggc caaagtacaqg 120
tggaaggbtgg ataacgoost cocaabtoggglb aactoocags agagbgbcac agagoaggac 180
ageaaggaca goacctacag ocbcagoages acococtgacgc tgagcoaaagc agactacgag 240
aaacacaaag tctacgoctg cgaagbeace cabecagggoc tgagotogeoo cgtoacaaag 00
agottoaaca ggggagagtg £ 121
<210> 24

<211> 798

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada variable de C2 HuVH AF artificial humanizado

<400> 24

gqaggkbgcage tggbtogagbo tgggggaggc ttagtgcoage ctggagggtc cotgagacto B0
tocbgbtgeoag cotbotggatt cactbbcagt agoetatggca tgbcttgggt togocaggot 1z0
coaggoaagg gtobogaatt ggtogoaagc abcaatagta atggtggbag cacctattat 180
coagacagty Egaagggoog attocaccate tocagagaca atgocaagaa ctocctgbac 24 0
ctgraaatga acagtobgag agobgaggas accegocgbgt abtactgtgo aagbggtgac oo
tactgggoes Aaggeaccas bgbcacagkbo tooteoa 33g
<210> 25

<211> 1317
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<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 25
gaggtgoago

cockgtgoag
coaggoaagg
coagacagbg
cbgoaaatga
tactggggoc
Etoccocootgg
gtocaaggact
gqgegbgcaca
gtgaccgtgo
CoCagoaaca
tgocoocagoac
gacactctea
gasgaccoog
acaaagoogs
chgcaccagy
cogtoctooa
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaceg
catgaggcto
<210> 26

<211> 981
<212> ADN
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secuencia artificial

tggtcoagte btgogagagge ttagtgcoage

cototggatt
gbotogaatt
Lgaagggoog
acagtctgag
BAggoACCAD
cgooctgeoto
acttocoocoga
cottocogge
cotocagoag
ccaagotgga
ctgagtteoct
Egatoctoceg
aggkcocaght
gggaggagoa
ackggobgasa
tocgagaaaac
cogcatocca
toctaccoccag
Agaccacgoo
tggacaagag

tgoacaacca

cactttoagk
ggtocgoaaga
attcaccate
agoctgaggac
tgtcacagte
cagatocgace
accggbtgacyg
btgtectacag
chtgggeacyg
caagagagtt
ggggggacsa
gacccctgag
caactggtac
gttocaacage
cggcaaggag
catctocaaa
ggaggagatg
Ccgacatogoo
toccgtocke
caggtggoag

ctacacacag

agctatggoa
atcaatagkba
tocagagaca
acageegbgt
tockcagott
toccgagagcoa
gtgbecgbgga
toctcaggac
aagaccbaca
gagtccaaat
tcagtebtag
gtoacgtgog
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
goocaaaggge
accasgaacc
gtggagtogyg
gattoccgacdg
gaggggaatg

aagagectel

Cadena pesada de C2 artificial humanizado

ctggagggte
tobocttgggt
atggtggtag
atgCcaagaa
attactgtge
coaccaaggg
cagoocgooct
actocaggoge
Ectactooct
cotgoaacgt
atggtcoocoo
bgbtboogeee
tggtggtgga
tggagotgoa
tggtaagegk
aggtctcoccaa
agoooosgags
aggtcagoct
agagcaatgg
gobookbekk
tocttockboatg

coetgbetet

cotgagacto

Eogocagget

cacctactat
cbocoockgtac
aagtggtgac
cccatcogte
gggotgoctg
cotgaccago
cagoagogbg
agatcacaag
gtgtooooca
ajfacccanyg
cgbtgagocag
taatgocaag
coboacogte
Caaaggocto
gocacaggtg
gacctgoctg
goagooggag
cobotacago
ctocogbgatg

gggtasa

&0

120

130

240D

g0

3&D

420

280

sS40

adn

2E0

T20

TEO

840

agg

950

Lo20

1aad

1143

1200

1z2ad

1317



<213>
<220>
<223>

<400> 26
gettocacca

AgCaragoog
tggaactcag
ggactotact
bacacckgea
aaatatggtc
btockgbboa
Lgogtgghgy
ggcgtggagy
cgbgtogboca
tgoaaggtot
gogoagooos
aaccaggtea
tgggagagca
gacggctect
aatgbocttok
chetoootgt

<210>

<211>

<212>
<213>

27
112
PRT

<400> 27

Homo sapiens

agggoccate
cocotgggetg
gqogooctgac
cococtoagoag
acgbagatca
cocogtgboo
Cooocaalac
Lggacgtgag
tgoataatgo
gegbecbeas
Coaacaaagg
gagagocaca
goctgacctyg
atgggoagos
tcctocbcta
catgoboegt

ctoctgggtaa

Mus musculo

Regidén constante de cadena

cgtocttoooo
cotggbcaag
cagoggogtyg
cgtggbgace
CRAgCCCage
cooatgooca
CcRAggACacT
crCaggaagac
Caagacaaag
cgtectgcac
cotooogtoo
gotgbacace
cotggtoaaa
ggagaacaas
cagoaggota
gatgocakbgag

a

pesada de C2 artificial humanizado

ctggogooct
gactactEoo
cacacckttoo
gbgeccboca
aacacoaagg
goacobagagh
cbcatgatet
coocgaggtoo
wegegggagy
caggackggo
teocatocgaga
cbgoocecat
ggottotace
tacaagacca
accgbggaca

gotetgeaca

gotccagate
cogaacoggt
cogobghboot
geagetbggg
tggacaagag
tectggaggg
Cooggaccod
agttocaactg
agoagtboasa
tgaacggcaa
aaacoaktota
cocaggagga
ccagogacat
cgcetocegt
agagcaggtyg

accactcacac

gaccboogag
gacggtgtcg
acagbocobca
CACgaAgaco
agttgagtoo
accabeagbe
Cgaggtoacy
gtacgtggat
cagoacogbac
goagtacaag
Caaagocad
gatgaccaag
cgoocgtggag
cctbogabtag
geaggagyay

acagaagago

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
15

1
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5

10

&0

120

Len

40

201

a60

4z0

4B0

L4

&00

B0

720

Fa:1H

gaf

200

50

S81



Aap

Asn

Pro

A=p
65

Ser

Thr

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

<400>

Gln

Gly

Lys

50

ATg

Arg

His

ARla

A=p
i5
Lewy

Fhe

Val

Wal

28

122
PRT
Mus musculo

28

Glu val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Ala
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Leau

Met

Ser

50

Gly

Gln

Ser

Lys

Ser

a5

Ile

ATg

et

Gly

5er
20

Thr

Ligw

Ser

Glu

Pro
100

Liau

Leau
Z0

Tzp

Asn

Fhe

Ser

hep
100

Ile

TvVE

Ile

aly

Ala

a5

Tro

Wal

Sar

Wal

Ser

Thr

Ser
B5

Ser

Leun

TyY

Ser

TR

Glu

Glu

Cyes

Arg

Asn

Ile

70

Lieu

Cys

His

Lys

35

3Ely

hep

Fhe

Sar

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Glv

ATY

Trp

wval

saer

Lan

Gly

Ala

Thr
40

Ser

Eln

ser
25

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Gly

Sar

Z5

Fro

Ser

hap

Glu

Glv
105

Ser

Leu

ASnD

Thr

wval

20

Gly

Gly

16

Gly

Asp

Thr

Agn

Asp

20

Ser

Glno

Eln

Arg

Asp

L)

Thr

L

Pha

L}fﬂ

hla
75

Thr

Ser

Lys

Fhe

a0

Fhe

Lys

Wal

Thr

RAreg

Tyr

&0

L}r:;

Lie

Ly

Pro
15
Ser

Thr

Cya

Leau

Gln

Phe

Laiy

45

Fro

Agny

Mat

Thr

Val
1]

Gly

GEly

Lieu

Ser

Pro

Sar
an

hsp

Wal
110

Tyr

Gln

Val

Liys

Gln
o5

Gly
15

Sar

Ser

Leau

Tyr
as

Ser

Spr

Sey

Pra

Ile
ao

Sar

Lys

Gly

™vr

Val

Val

Tyr
BO

Ser



<210>
<336>
<212>
<213>

29
336
ADN

<400> 29
gatgttgkbga

acctocttgoa
taccbgoaga
cctggogtoo
ageagagbgy
tggacgttog
<210>
<211>

<212>
<213>

30
417
ADN

<400> 30
atgaagttgc

gttgbgatga
totbgoagat
ctgoagaage
ggggkbcocag
agagbggagyg

acgttogghbyg

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

31
336
ADN

<400> 31
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Mus musculo

Lgacocaaac
gatoctagtca
agocoaggoca
CAagacaggtt
aggcotgagga

gtggaggcac

Mus musculo

chgttaggck
cocaaactoo
chagtcagag
caggocagte
acaggkbtoag
chaggatCL

gaggcaccaa

Mus musculo

tocackotoo
gagochbgba
gtotocaaag
cagtggoagt
Lotgggaghbt

caagctagaa

ghbggtgetyg
actoctoooty
cobbgtakat
toccaaagoto
tggocagtgga
gggagttlbat

gotagaaato

ctgootgtoa
tatagtaatg
ctooctgaktct
ggakcaggga
tattteotget

atcaaa

atgbibctgga
cotgboagto
agtaatggag
ctgatctaca
tocagggacag
ttobgeteke

aaacgggchtyg

gtekbtggaga
gagacaccta
acaaagtttco
cagatbtbcac

ctcaaagtac

Ltcokbgetbe
ttggagatca
acaccktattt
aagbbitccaa
atttecacact
aaagkbacaca

atgoctgeace

Ccaagocteo
Lttacatbgg
caaccgakttt
actcaagake

acatgttoot

cageagtgat
agocobocats
acatbggtac
coegabbctok
caagatcage
tgttocttgg

aactgka

&0

120

1&0

240

i0ag

136

&0

120

130

240

30D

3eD

417



gaggtgoage
tockgtgoag
coagacaaga
coagacagtg

ctgoaaatga

tactggggoo

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

32
408
ADN

<400> 32
atgrastteqg

gbgeagckgg
Lgtgcagect
gacasagaggc
gacagtbgtga
Caaatgagca

Lggggccaayg
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tggtggagtc
cotcbggaktt
ggokbggaatt
Egaagggccy
gragtctgaa

aaggctocas

Mus musculo

gy teagmtt
tggagtctag
chggattocac
tggaattggt
agggccgalbk
gtotgaagkbo

getocacker

Lgggggaggc
cacttbcagt
ggtogcaagc
atbteaccakbe
gtetgaggac

Eoteacagke

grtttbeoctt
gggaggctta
tttcagtage
cgcaagcato
caccakbotos
tgaggacaca

cacagbctos

ttagtgcage
agotatggoa
atcaatagta
Loecagagaca
acagcocatgt

tootaoa

gocottattt
gtgeageecty
tatggcatgt
aatagtaatg
Agagqacaaty
gocatgtatt

Leagocaaaa

ctggagggtce
tgtcttgggt
atggtggtag
atgccaagaa

attactgtge

taaaaggtgt
gagggteoct
cttgggttog
gtggtagoac
Ceasqaacan
actgtgoaag

caacacco

cotgaaacte
bogeccagact
cacctattat
caccckgtac

aagtggktgac

ccaakgtgag
gaaacbcbco
coagacteca
ctattatcca
cetgbtacelbyg

tggtgactac

&0

120

180

24

a0in

i3g

&n

120

1ED

240

aon

i&0

408
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que se une especificamente a al menos un epitope en la proteina
amiloide-B en donde el epitope comprende al menos dos residuos de aminoacido
consecutivos — Lys — Leu — predominantemente involucrados en la union al anticuerpo dentro
de la siguiente secuencia nuclear Xaa; — Xaa,— Lys — Leu — Xaaz (SEC ID No.: 10)

en donde
Xaa, es His, Asn, GIn Lys o Arg;
Xaa,es Asno GIn; y

Xaazes Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle.

2. Un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que se une especificamente a al menos un epitope en la proteina
amiloide-B en donde dicho epitope comprende al menos dos residuos de aminoacido
consecutivos — Phe — Phe — predominantemente involucrados en la unién al anticuerpo
dentro de la siguiente secuencia nuclear (SEC ID No.: 9):

Xaaz;— Phe — Phe — Xaa, — Xaas— Xaag, en donde

Xaazes Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe o lle;
Xaayes Ala, Val, Leu, Ser o lle;
Xaases Glu o Asp, y

Xaag es Glu o Asp.

3. Un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que se une especificamente a al menos un primer y un segundo
epitope en la proteina amiloide- en donde dichos primero y segundo epitope comprenden

(i) al menos dos residuos de amino&cido consecutivos Phe — Phe, y
(ii) al menos dos residuos de aminoacido consecutivos Lys — Leu,

predominantemente involucrados en la unién al anticuerpo, en donde los dos aminoacidos
consecutivos Phe — Phe del primer epitope y los dos aminoacidos consecutivos Lys — Leu
del segundo epitope estan separados por al menos un residuo de aminoacido que une el
anticuerpo o un fragmento del mismo menos bien que los dos residuos de aminoacido
consecutivos Phe—Phe del primer epitope o los dos residuos de aminoacido consecutivos

Lys—Leu del segundo epitope, y estdn dentro de la siguiente secuencia nuclear:
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— Xaa; — Xaa, — Lys — Leu —Xaa3z — Phe — Phe — Xaa,— Xaas—Xaag, en donde
Xaa; es His, Asn, GIn Lys o Arg;

Xaa, es Asn o Gin;

Xaazes Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe o lle;

Xaages Ala, Val, Leu, Ser o lle;

Xaases Glu o Asp; y

Xaag es Glu o Asp.

4, Un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 — 3, que se une
especificamente a al menos un primer y un segundo epitope en la poteina amiloide- que
comprende al menos los dos residuos de aminoacido consecutivos Phe — Phe y Lys — Leu
predominantemente involucrados en la union del anticuerpo, en donde dicho primer epitope
comprende la secuencia de aminoécido Val — Phe — Phe — Ala — Glu — Asp (SEC ID No.: 7) y
dicho segundo epitope comprende la secuencia de aminoacido His — GIn — Lys — Leu — Val
(SEC ID No.: 8).

5. Un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 — 4, en donde
dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo se une predominantemente a los residuos de
aminoacido consecutivos —Lys-Leu- del primer epitope y/o los residuos de aminoacido

consecutivos —Phe-Phe- del segundo epitope.

6. Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 5, que comprende al menos una Regiébn Complementaria
Determinante (CDR) de origen no humano y al menos una regiébn marco y, opcionalmente,
una regidn constante, cuyo anticuerpo humanizado o fragmento del mismo es capaz de
unirse especificamente a la proteina amiloide-B, péptido amiloide- monomérico, péptidos
amiloides poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de unidades monoméricas de
amiloide-B, fibras, fibrillas o filamentos de amiloide-f y/o un péptido polimérico de amiloide-8
aislado o como parte de una placa de amiloide-3, en un epitope que comprende la siguiente
secuencia de aminoacidos: — Xaa; — Xaa, — Lys — Leu —Xaaz — Phe — Phe — Xaa, — Xaas —
Xaag (SEC ID No.: 11), en donde:

Xaa, es His, Asn o GIn;

Xaa,es Asn o GIn;
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Xaazes Val, Leu o lle;
Xaayes Ala o Val;
Xaases Glu o Asp; y

Xaag es Glu o Asp.

7. Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende al menos una
Region Complementaria Determinante (CDR) seleccionada del grupo de secuencias que
consiste de: una Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) CDR2 teniendo la secuencia
de aminoacido de la SEC ID No.: 2; una HCVR CDR3 teniendo la secuencia de aminoacido
de la SEC ID No.: 3; y una Region Variable de Cadena Liviana (LCVR) CDRL1 teniendo la
secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 4, en donde el anticuerpo humanizado o

fragmento del mismo se une a (-amiloide.

8. Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicaciéon
7, que comprende regiones variables con al menos dos CDRs seleccionadas del grupo de
secuencias que consiste de: una HCVR CDRL1 teniendo la secuencia de aminoacido de la
SEC ID No.: 1; una HCVR CDR2 teniendo una secuencia de aminoacido de la SEC ID No.:
2; una HCVR CDRa3 teniendo la secuencia de aminoécido de la SEC ID No.: 3; una LCVR
CDR1, teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID No. 4; una LCVR CDR2, teniendo
la secuencia de aminoacido de la SEC ID No. 5; y LCVR CDRS teniendo la secuencia de
aminoacido de la SEC ID No.: 6.

9. Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacién
7, que comprende

(i) regiones variables de cadena pesada HCVR CDR1, teniendo la secuencia de aminoacido
de la SEC ID No.: 1, HCVR CDR2 teniendo la secuencia de aminoéacido de la SEC ID No.: 2;
y HCVR CDR3 teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 3; y/o

(i) regiones variables de cadena liviana que comprenden LCVR CDR1 teniendo la secuencia
de aminoéacido de la SEC ID No.: 4; LCVR CDR2 teniendo la secuencia de aminoéacido de la
SEC ID No.: 5; y LCVR CDR3 teniendo la secuencia de aminoécido de la SEC ID No.: 6.

10.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion
7, que comprende regiones variables con al menos tres CDRs seleccionadas del grupo de
secuencias que consiste de: una HCVR CDR1 teniendo la secuencia de amino&cido de la
SEC ID No.: 1, una HCVR CDR2 teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 2,
una HCVR CDRS3 teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 3; una LCVR
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CDR1 teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 4; una LCVR CDR2 teniendo
la secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 5; y una LCVR CDR3 teniendo la secuencia
de aminoé&cido de la SEC ID No.:6, en donde cada CDR esta presente una sola vez en el

anticuerpo.

11.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion
7, que comprende regiones variables con al menos cuatro CDRs seleccionadas del grupo
que consiste de: una Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) CDR1, teniendo la
secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 1; una HCVR CDRZ2, teniendo la secuencia de
aminoacido de la SEC ID No.: 2; una HCVR CDRS, teniendo la secuencia de aminoéacido de
la SEC ID No.: 3; una Region Variable de Cadena Liviana (LCVR) CDR1 teniendo la
secuencia de amino&cido de la SEC ID No.: 4; una LCVR CDR2 teniendo la secuencia de
aminoacido de la SEC ID No.: 5; y una LCVR CDR3 teniendo la secuencia de aminoécido de

la SEC ID No.:6, en donde cada CDR esta presente una sola vez en el anticuerpo.

12.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion
7, que comprende regiones variables con al menos cinco CDRs seleccionadas del grupo que
consiste de: una CDR1 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR), teniendo la
secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 1; una HCVR CDRZ2, teniendo la secuencia de
aminoacido de la SEC ID No.: 2; una HCVR CDR3, teniendo la secuencia de aminoacido de
la SEC ID No.: 3; una CDRL1 de la Regién Variable de Cadena Liviana (LCVR) teniendo la
secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 4; una LCVR CDR2 teniendo la secuencia de
aminoacido de la SEC ID No.: 5; y una LCVR CDR3 teniendo la secuencia de aminoéacido de

la SEC ID No.:6, en donde cada CDR esta presente una sola vez en el anticuerpo.

13.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion
7, que comprende regiones variables con una HCVR CDR1 teniendo la secuencia de
aminodcido de la SEC ID No.: 1, una HCVR CDR2, teniendo la secuencia de aminoacido de
la SEC ID No.: 2, y una HCVR CDRS3, teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID
No.: 3; o una LCVR CDR1 teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 4, una
LCVR CDR2 teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID No.: 5, y una LCVR CDR3

teniendo la secuencia de aminoacido de la SEC ID No.:6.

14.  Un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, que
comprende una region CDR de cadena liviana y de cadena pesada que comprende las
secuencias de aminoacido de la SEC ID No. 1 — 6, en donde se cambia al menos uno de los
amino&cidos a través de una sustitucion conservativa de tal manera que el anticuerpo o el

fragmento del mismo mantiene su funcionalidad completa.
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15.  Un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde en la secuencia de
aminoacidos de CDR2 de la region variable de cadena liviana (LCVR) de la SEC ID No.; 5,
se reemplaza la Lys en la posicién Kabat 50 con Arg, GIn o Glu, y / 0 se reemplaza la Asnh en
la posicion Kabat 53 con Ala, Val, Leu, Ser e lle.

16. Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 6 a 15, que comprende regiones marco, en donde las secuencias de
dichas regiones marco son

(i) secuencias germinales humanas Vi del subgrupo KABAT Vll; o

(ii) secuencias germinales humanas Vy del subgrupo KABAT Vylll.

17.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 16, en donde al menos uno de los aminoacidos de las regiones
marco se cambia mediante una sustitucion a un aminoéacido de la region correspondiente del

anticuerpo murino humanizado ACI-01-Ab7C2 o un aminoacido conservativo a éste.

18.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion
17, en donde (a) el aminoacido en la posicion Kabat 47 en las regiones marco de la Regién
Variable de Cadena Pesada es Leu; y/o (b) el aminoacido en la posicion Kabat 94 en las
regiones marco de la Regién Variable de Cadena Pesada es Ser; y/o (c) el aminoacido en la
posicion Kabat 87 en las regiones marco de la Regién Variable de Cadena Liviana es Tyr o
Phe.

19.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacién
18, en donde el aminoacido en la posicion Kabat 47 en las regiones marco de la Regién
Variable de Cadena Pesada es Leu, y el aminoacido en la posicion Kabat 94 en las regiones
marco de la Regién Variable de Cadena Pesada es Ser y el aminoacido en la posicién Kabat

87 en las regiones marco de la Region Variable de Cadena Liviana es Tyr o Phe.

20.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende una Regién
Variable de Cadena Liviana (LCVR) que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID

No.: 12 y/o la secuencia de aminoacidos de la SEC ID No.: 13.
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21.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende:

(i) una Region Variable de Cadena Liviana (LCVR) que tiene la secuencia de aminoécidos de
la SEC ID No.: 12 y una region constante de cadena liviana que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID No.: 14 o

(i) una Regién Variable de Cadena Liviana (LCVR) completa que tiene la secuencia de
amino&cidos de la SEC ID No.: 13 y una region constante de cadena liviana que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID No.: 14.

22.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende una Region
Variable de Cadena Pesada (HCVR) completa que incluye las secuencias sefial que tiene la

secuencia de aminoacidos de la SEC ID No.: 16.

23.  Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende

() una Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR) que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEC ID No.: 15 y una region constante de cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoécidos de la SEC ID No.: 17 o

(i) una Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEC ID No.: 16 y una regioén constante de cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID No.: 17.

24.  Un anticuerpo que comprende una region variable de la SEC ID No.: 27, o una

variante de la misma.

25. Una linea celular que expresa el anticuerpo de la reivindicacion 24.

26. Un método para producir un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, que

comprende el paso de cultivar la linea celular de la reivindicacion 25.



ANTICUERPO HUMANIZADO CONTRA BETA AMILOIDE

RESUMEN — OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con un anticuerpo quimérico y humanizado y
con meétodos y composiciones para uso terapéutico y diagnostico en el
tratamiento de amiloidosis, un grupo de trastornos y anormalidades asociadas con

la proteina amiloide tales como la enfermedad de Alzheimer.
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ANTICUERPO HUMANIZADO CONTRA BETA AMILOIDE

La presente invencion se relaciona con meétodos y composiciones para el
diagnoéstico y el tratamiento de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y
anormalidades asociadas con la proteina amiloide tales como la enfermedad de
Alzheimer.

La amiloidosis no es una entidad de enfermedad Unica sino mas bien un grupo
diverso de procesos de enfermedades progresivas caracterizadas por depdsitos
en el tejido extracelular de una proteina cerosa semejante a almidon llamada
amiloide, que se acumula en uno o mas érganos o sistemas corporales. A medida
gue se acumulan los depdésitos de amiloide, éstos comienzan a interferir con la
funcion normal del 6rgano o del sistema corporal. Existen por lo menos 15 tipos
diferentes de amiloidosis. Las formas principales son la amiloidosis primaria sin
antecedentes conocidos, la amiloidosis secundaria después de alguna otra

condicion y la amiloidosis hereditaria.

La amiloidosis secundaria ocurre durante una infeccion crénica o enfermedad
inflamatoria, tal como la tuberculosis, una infeccion bacteriana llamada fiebre
Mediterrdnea familiar, infecciones o&seas (osteomielitis), artritis reumatoide,
inflamacion del intestino delgado (ileitis granulomatosa), enfermedad de Hodgkin

y lepra.

Los depdsitos de amiloide incluyen el componente amiloide P (pentagonal) (AP) ,
una glicoproteina relacionada con los niveles normales de amiloide P en suero
(SAP), y glicosaminoglicanos sulfatados (GAG), carbohidratos complejos del
tejido conectivo. Las fibrillas de proteina amiloide, que representan
aproximadamente el 90% del material amiloide, comprenden uno de varios tipos
de proteinas diferentes. Estas proteinas se pueden plegar en las llamadas fibrillas
de hojas "beta-plegadas”, una configuracion proteica Unica que exhibe sitios de
union para el rojo Congo resultando en las propiedades de tincion unicas de la
proteina amiloide.

Muchas enfermedades del envejecimiento se basan en o estan asociadas con
proteinas de tipo amiloide y se caracterizan, en parte, por la formacion de
depositos extracelulares de material amiloide o de tipo amiloide que contribuyen a
la patogénesis, asi como al avance de la enfermedad. Estas enfermedades

incluyen, pero no se limitan a, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad
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de Alzheimer (AD), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa); complejo
Parkinson-demencia de Guam. Otras enfermedades que se basan en o estan
asociadas con proteinas de tipo amiloide son la paralisis supranuclear progresiva,
esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson,
demencia relacionada con VIH, ELA (esclerosis lateral amiotrofica), diabetes de
inicio adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores endocrinos y otras, incluyendo

degeneracion macular.

Si bien la patogénesis de estas enfermedades puede ser diversa, sus depdésitos
caracteristicos con frecuencia contienen muchos constituyentes moleculares
compartidos. En gran medida, esto se puede atribuir a la activacion local de las
vias pro-inflamatorias llevando de este modo a la deposicién concurrente de los
componentes del complemento activado, reactivos de fase aguda, moduladores

inmunes y otros mediadores inflamatorios (McGeer y cols., 1994).

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno neurol6gico que se considera
que es causado principalmente por las placas de amiloides, una acumulacion de
depdsito anormal de proteinas en el cerebro. El tipo de amiloide hallado con
mayor frecuencia en el cerebro de los individuos afectados esta compuesto
principalmente de fibrillas AB. Las evidencias cientificas demuestran que un
incremento en la produccién y acumulacion de proteina amiloide-beta en las
placas conduce a la muerte de la célula nerviosa, lo que contribuye al desarrollo y
progresion de la AD. La pérdida de células nerviosas en areas estratégicas del
cerebro, a su vez, ocasiona la reduccion de los neurotransmisores y el deterioro
de la memoria. Las proteinas principalmente responsables de la formacion de
placas incluyen la proteina precursora de amiloide (APP) y dos presenilinas
(presenilina | y presenilina 1l). La escisién secuencial de la proteina precursora de
amiloide (APP), que se expresa de manera constitutiva y es catabolizada en la
mayoria de las células por las enzimas By y secretasa conduce a la liberacion de
un péptido AB de 39 a 43 aminoacidos. La degradacion de las APP
probablemente aumenta su propension a agregarse en placas. Especialmente el
fragmento AB(1-42) es el que tiene una alta propension a formar agregados
debido a dos residuos de aminoacidos muy hidrofébicos en su extremo C-
terminal. Por consiguiente, se considera que el fragmento AP(1-42) esta
principalmente involucrado y es el responsable de la iniciacion de la formacion de

la placa neuritica en la AD y tiene, en consecuencia, un alto potencial patologico.
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Por lo tanto, se necesitan agentes para prevenir la formacion de placas amiloides
y difundir las placas existentes en AD.

Los sintomas de AD se manifiestan lentamente y el primer sintoma puede ser sélo
una pérdida de la memoria leve. En esta etapa, los individuos pueden olvidar
eventos recientes, actividades, los nombres de cosas o personas familiares, y
pueden no ser capaces de resolver problemas de matematica simples. A medida
que la enfermedad avanza, los sintomas se evidencian mas facilmente y se
convierten en graves, lo que causa que personas con AD o los miembros de su
familia busquen ayuda médica. Los sintomas del estadio medio de AD incluyen el
olvido de cdmo realizar tareas simples tales como el arreglo personal, y desarrollo
de problemas con el lenguaje, comprensién, lectura o escritura. En el estadio
tardio de la AD los pacientes se pueden volver ansiosos o agresivos, pueden
alejarse del hogar y finalmente necesitan atencion total.

En la actualidad, la Unica manera definida para diagnosticar AD es identificar las
placas y ovillos en el tejido cerebral en una autopsia después de la muerte del
individuo. En consecuencia, los médicos sélo pueden hacer un diagnostico
"posible” o "probable” de AD mientras la persona aun esta viva. Usando los
meétodos actuales, los médicos pueden diagnosticar la AD de manera acertada
hasta el 90 por ciento de las veces empleando diversas herramientas para
diagnosticar AD "probable". Los médicos realizan preguntas acerca de la salud
general de la persona, problemas médicos del pasado y los antecedentes de
cualquier dificultad de la persona para llevar a cabo las actividades diarias. Las
pruebas conductuales de memoria, resolucién de problemas, atencién, célculo y
lenguaje proporcionan informacién acerca de la degeneracion cognitiva y las
pruebas médicas tales como exdmenes de sangre, orina o liquido espinal y

escaneos cerebrales pueden proporcionar alguna informacion adicional.

El manejo de la AD consiste en tratamientos basados y no basados en
medicacion. Los tratamientos destinados a cambiar el curso subyacente de la
enfermedad (retardar o revertir el avance) han sido hasta el momento en gran
parte infructuosos. Los medicamentos que restauran el déficit (defecto), o mal
funcionamiento, de los mensajeros quimicos de las células nerviosas
(neurotransmisores), en particular los inhibidores de colinesterasa (ChEl) tales
como tacrina y rivastigmina, han demostrado mejorar los sintomas. Los ChEl

impiden la degradacion enzimatica de los neurotransmisores, aumentando la
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cantidad de mensajeros quimicos disponibles para transmitir las sefiales

nerviosas en el cerebro.

Para algunas personas en los estadios temprano y medio de la enfermedad, los
farmacos tacrina (COGNEX®, Morris Plains, NJ), donepezil (ARICEPT®, Tokyo,
JP), rivastigmina (EXELON®, East Hanover, NJ), o galantamina (REMINYL®, New
Brunswick, NJ) pueden ayudar a prevenir el empeoramiento de algunos sintomas
durante un tiempo limitado. Otro farmaco, la memantina (NAMENDA®, New York,
NY), ha sido aprobado para el tratamiento de la AD moderada a severa. Las
medicaciones estdn también disponibles para tratar las manifestaciones
psiquiatricas de la AD. Adicionalmente, algunas medicinas pueden ayudar a
controlar los sintomas conductuales de la AD tales como insomnio, agitacion,
deambulacion errética, ansiedad y depresion. El tratamiento de estos sintomas
con frecuencia brinda mayor comodidad a los pacientes y hace mas facil la
atencion a sus cuidadores. Desafortunadamente, a pesar de los significativos
avances del tratamiento que muestran que esta clase de agentes es regularmente
mejor que un placebo, la enfermedad continla su avance y el efecto promedio en
el funcionamiento mental solo ha sido modesto. Muchos de los farmacos usados
en la medicacion de la AD tales como, por ejemplo, los ChEl también tienen
efectos secundarios que incluyen disfuncion gastrointestinal, toxicidad hepatica y

pérdida de peso.

Otra enfermedad que se basa en o esta asociada con la acumulacién y depésito

de la proteina de tipo amiloide es la degeneracion macular.

La degeneracion macular es una enfermedad ocular comUn que causa deterioro
de la macula, que es el area central de la retina (el tejido delgado como un papel
en la parte posterior del ojo donde las células sensibles a la luz envian sefales
visuales al cerebro). La vision ‘frontal’ clara, aguda es procesada por la macula.
El dafio en la macula produce el desarrollo de puntos ciegos y vision
distorsionada o borrosa. La degeneracion macular relacionada con la edad (AMD)
es una causa principal de deterioro visual en los Estados Unidos y para las
personas mayores de 65 afios es la causa principal de ceguera legal entre los
caucasicos. Aproximadamente 1,8 millones de americanos de 40 afios y mayores
tienen AMD avanzada, y otros 7,3 millones de personas con AMD intermedia
tienen riesgo sustancial de pérdida de vision. El gobierno estima que para el 2020

habra 2,9 millones de personas con AMD avanzada. Las victimas de AMD con
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frecuencia se sorprenden y frustran al descubrir cuan poco se sabe acerca de las
causas y tratamiento de esta condicion cegadora.

Existen dos formas de degeneracidbn macular. degeneracibn macular seca y
degeneracion macular himeda. La forma seca, en la cual las células de la macula
comienzan a destruirse lentamente, es diagnosticada en el 85 por ciento de los
casos de degeneracion macular. Usualmente ambos ojos estan afectados por la
AMD seca, si bien un ojo puede perder la vision mientras que el otro ojo
permanece sin afectarse. Los drusen, que son depdsitos amarillos bajo la retina,
son signos comunes tempranos de la AMD seca. El riesgo de desarrollar AMD
seca avanzada o AMD humeda aumenta a medida que aumenta el nimero o
tamafo de los drusen. Es posible que la AMD seca avance y cause pérdida de
vision sin transformarse en la forma humeda de la enfermedad; sin embargo,
también es posible que la AMD seca en estadio temprano cambie de repente a la

forma humeda.

La forma humeda, aunque solo representa el 15 por ciento de los casos, causa el
90 por ciento de las cegueras y se la considera AMD avanzada (no hay estadio
temprano ni intermedio de la AMD humeda). La AMD hdameda es siempre
precedida por la forma seca de la enfermedad. A medida que la forma seca
empeora, algunas personas comienzan a tener un crecimiento anormal de los
vasos sanguineos detras de la macula. Estos vasos son muy fragiles y filtrardn
liguido y sangre (de aqui degeneracion macular 'himeda’), lo que provoca un

dafio rapido a la macula.

La forma seca de la AMD con frecuencia causara inicialmente vision ligeramente
borrosa. El centro de la vision en particular puede luego volverse borrosay esta
region crece a medida que la enfermedad avanza. Los sintomas no pueden
notarse si solo un ojo esta afectado. En la AMD hameda, las lineas rectas pueden

parecer onduladas y se puede producir rapidamente la pérdida de vision central.

El diagnédstico de la degeneracion macular involucra de manera tipica un examen
de ojo dilatado, prueba de agudeza visual y un examen de la parte posterior del
0jo mediante un procedimiento llamado examen de fondo de ojo para ayudar a
diagnosticar la AMD, y —si se sospecha de la existencia de AMD humeda—
también se puede realizar una angiografia con fluoresceina. Si la AMD seca

alcanza los estadios avanzados, actualmente no existe un tratamiento para
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prevenir la pérdida de la vision. Sin embargo, una féormula especifica de altas
dosis de antioxidantes y zinc puede retrasar o prevenir que la AMD intermedia
evolucione al estado avanzado. EI Macugen® (inyeccion de pegaptanib sodio),
fotocoagulacion laser y la terapia fotodindmica pueden controlar el crecimiento
anormal de los vasos sanguineos y el sangrado en la macula, lo cual es de gran
ayuda para algunas personas que tienen AMD humeda; sin embargo, la vision
qgue ya se ha perdido no se recuperara con estas técnicas. Si la vision ya se ha
perdido, existen auxiliares de la visidbn baja que pueden ayudar a mejorar la

calidad de vida.

Uno de los signos mas tempranos de la degeneracion macular relacionada con la
edad (AMD) es la acumulacién de depdsitos extracelulares conocidos como
drusen entre la lamina basal del epitelio pigmentado retiniano (RPE) y la
membrana de Bruch (BM). Estudios recientes realizados por Anderson y cols.,
han confirmado que el drusen contiene amiloide beta. (Experimental Eye
Research 78 (2004) 243-256).

La investigaciébn en curso continla con los estudios que exploran los factores
ambientales, genéticos y dietarios que pueden contribuir a la AMD. También se
estan explorando nuevas estrategias de tratamiento, que incluyen trasplantes de
células retinales, farmacos que evitaran o retrasaran el avance de la enfermedad,
terapia con radiacion, terapias génicas, un chip de computadora implantado en la
retina que puede ayudad a estimular la visibn y agentes que evitaran el

crecimiento de nuevos vasos sanguineos bajo la macula.

Un factor importante para considerar cuando se desarrollan nuevos farmacos es
la facilidad de uso para los pacientes seleccionados. La administracién oral, -
especificamente comprimidos, capsulas y geles blandos -, representa el 70% de
todas las formas de dosificacion consumidas debido a conveniencia del paciente.
Los desarrolladores de farmacos concuerdan en que los pacientes prefieren la
administracion oral mas que someterse a inyecciones u otras formas mas
invasivas de administraciéon medicinal. Las formulaciones que dan como resultado
bajos intervalos de dosificacion (es decir, una vez al dia o liberacion sostenida)
son también preferibles. La facilidad de administrar antibioticos en formas de
dosificacion oral produce un aumento en el cumplimiento del paciente durante el

tratamiento.
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Se necesitan métodos y composiciones efectivas para prevenir o dirigidos a las
complicaciones asociadas con la amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con la formacion de placas amiloidea que incluyen la
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tal como
enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neuroldgicos tales
como enfermedad de Alzheimer (AD), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome
de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa);
complejo de Parkinson-demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se
basan en o estan asociadas con proteinas de tipo amiloide tales como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis mdultiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob,
enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ELA (esclerosis lateral
amiotréfica), diabetes de inicio adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores
endocrinos y, otros, incluyendo degeneracién macular. En particular se necesitan
agentes capaces de contrarrestar las manifestaciones fisiolégicas de la
enfermedad tales como la formacion de placas asociadas con la agregacion de

fibras del péptido amiloide o de tipo amiloide.

Se ha reportado que los anticuerpos antiamiloides elicitados mediante la
inoculacién de AR;.4, mezclado con adyuvante de Freund completo o incompleto
reducen la carga de amiloides en ratones transgénicos para la enfermedad
humana de Alzheimer (Schenk y cols., 1999). La inoculacién intraperitoneal de
AR;16 tetrapalmitoilado reconstituido en liposomas en ratones transgénicos
NORBA elicitd titulos significativos de anticuerpos anti-amiloides, que también
demostro poder solubilizar fibras y placas amiloides in vitro e in vivo. (Nicolau y
cols., 2002).

Un mecanismo posible mediante el cual se produce la disolucién de placas
y fibras amiloides fue sugerido primero por Bard y cols., (2000), quién concluy6
gue los anticuerpos opsonizaron las placas, que posteriormente fueron destruidas
por los macrofagos de la microglia. De Mattos y cols., (2001) indicaron que un
mADb dirigido contra el dominio central de amiloide 3 fue capaz de unir y
secuestrar completamente el plasma amiloide. Ellos sostuvieron que la presencia
de estos mAbs en la circulacién desplazd el equilibrio de AR entre cerebro y
plasma, favoreciendo la depuracion periférica y el catabolismo en vez del depdsito
dentro del cerebro.
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La terapia humana prolongada con anticuerpos de roedor puede resultar en una
respuesta de antiglobulina que es detectable cerca de 8-12 dias después de la
administracion y alcanza un pico cerca de 20-30 dias. Si se encuentra dicha
respuesta de antiglobulina, el tratamiento debe descontinuarse después de no
mas de 10 dias y un re-tratamiento en una fecha posterior usualmente se
descarta puesto que llevara a un inicio rapido de una respuesta de antiglobulina.
Aunque los anticuerpos de roedores comparten un grado considerable de
conservacion de secuencias de los anticuerpos humanos, hay muchas diferencias
de secuencia entre los anticuerpos de roedores y de humanos, suficiente para

que los anticuerpos de roedor sean inmunogénicos en humanos.

Este problema se puede resolver generando anticuerpos directamente en los
humanos o mediante la creacion de “humanizados” (es decir, anticuerpos
‘reformados”). Los anticuerpos humanizados tienen wuna secuencia de
aminoacidos con una region variable que contiene las CDRs derivadas de roedor
intercaladas en secuencia marco humanas o semejantes a humanas. Dado que la
especificidad del anticuerpo humanizado la proveen las CDRs derivadas de
roedor, sus residuos se usan esencialmente sin cambio permitiendo soélo
modificaciones menores, que no interfieren significativamente con la afinidad y
especificidad del anticuerpo por su antigeno objetivo. Los residuos marco pueden
derivarse de cualquier primate o, particularmente, de cualquier region variable
humana o pueden ser una combinacion de los mismos y la region variable

resultante designada se consideraria reformada.

Para maximizar la posibilidad de que la afinidad se retenga en el anticuerpo
reformado es importante hacer una seleccion apropiada de la region marco. Se
sabe que las secuencias marco sirven para mantener las CDRs en su orientacion
espacial correcta para la interaccion con el antigeno, y que los residuos marco
algunas veces pueden participar incluso en la union a antigenos. Con el fin de
mantener la afinidad del anticuerpo por su antigeno es ventajoso seleccionar
secuencias marco humanas que sean mas similares a las secuencias de los
marcos de roedores. Entonces todavia seria necesario reemplazar uno 0 mas
aminodacidos en la secuencia marco humana con el residuo correspondiente en el
marco del roedor para evitar pérdidas de afinidad. Se puede usar como ayuda

para este reemplazo modelamiento computacional.
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La presente invencidon proporciona nuevos meétodos y composiciones que
comprenden anticuerpos altamente especificos y efectivos, particularmente
anticuerpos quiméricos, incluyendo fragmentos de los mismos, mas
particularmente anticuerpos humanizados parcialmente o totalmente incluyendo
fragmentos de los mismos, que tienen la capacidad de reconocer y unirse
especificamente a los epitopes especificos a partir de una variedad de antigenos
amiloides B, que pueden presentarse al anticuerpo en forma monomérica,
dimérica, trimérica, etc, una forma polimérica, en forma de agregado, fibras,
filamentos o en la forma condensada de una placa. Los anticuerpos permitidos
por las ensefianzas de la presente invencion son particularmente atiles para el
tratamiento de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados
con la formacién de placas amiloides incluyendo amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con la edad incluyendo, pero sin limitarse a, trastornos
neurolégicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), demencia de cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; asi como otras
enfermedades que se basan en o estdn asociadas a proteinas de tipo amiloide
tales como pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis de tipo
holandesa, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ELA
(esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de inicio adulto; amiloidois cardiaca senil;
tumores endocrinos, y otras, incluyendo la degeneracion macular, por nhombrar

solo unos pocos.

RESUMEN DE LA INVENCION

En una realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo quimérico o
un fragmento del mismo o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo,
gue reconoce y se une a al menos un sitio de unién distinto, particularmente a al
menos dos sitios de union distintos, y mas particularmente a por lo menos tres
sitios de union distintos en la proteina amiloide-3 en donde dicho sitio, dichos al
menos dos y dichos al menos tres sitios de unidon, comprenden cada uno al
menos uno o dos residuos consecutivos de aminoacidos predominantemente

involucrados en la unién del anticuerpo.

En particular, el anticuerpo quimérico o el fragmento del mismo, o el anticuerpo

humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la invencién, se une a por
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lo menos dos, particularmente a por lo menos tres sitios de union distintos en la
proteina amiloide-f en donde al menos dos de los tres sitios distintos de union
distintos comprenden al menos dos residuos de aminoacidos involucrados de
manera predominante en la union del anticuerpo y al menos uno de los tres sitios

de union distintos comprende al menos un residuo de aminoécido.

Los al menos dos sitios de unién distintos que comprenden al menos dos residuos
de aminoacidos consecutivos involucrados de manera predominante en la unién
del anticuerpo se localizan en proximidad cercana uno al otro en el antigeno,
separados y/o rodeados por al menos un residuo de aminoacido que no esta
involucrado en la union del anticuerpo o en una medida significativamente menor
en comparacion con dichos al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos,

formando por consiguiente un epitope conformacional discontinuo.

Los al menos tres distintos sitios de union que comprenden al menos dos residuos
de amino4cidos consecutivos y al menos un residuo de aminoacido,
respectivamente, que estan involucrados de forma predominante en la union del
anticuerpo, se localizan en proximidad cercana uno al otro en el epitope,
separados y/o rodeados por al menos un residuo de aminoacido no involucrado
en la union del anticuerpo o que lo esta en una medida significativamente menor
en comparacion con los residuos de aminoacidos, que estan involucrados de
forma predominante en la union al anticuerpo, formando por consiguiente un

epitope conformacional discontinuo.

En particular, se provee un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une a por lo
menos un sitio de union distinto, particularmente a por lo menos dos sitios de
union distintos, més particularmente a por lo menos tres sitios distintos de union
en la proteina amiloide-, en donde dicho por lo menos uno o dichos por lo menos
dos sitios de union distintos, comprenden cada uno al menos dos residuos
consecutivos de aminoacidos involucrados de forma predominante en la unién del
anticuerpo, en donde, los al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos
representan un primer sitio de unién son —Phe-Phe- incluidos dentro de la
siguiente secuencia nuclear (SEC ID No.: 9):

—Xaasz — Phe- Phe -Xaas- Xaas— Xaag, en donde
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Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, Ser e lle;

Xaas es un residuo de aminoé&cido seleccionado del grupo que consiste de
Gluy Asp,

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, y en donde dichos residuos de aminoacidos Xaas, Xaa4, Xaas y Xaas
no estan involucrados en la unién a anticuerpos o lo estan en una medida

significativamente menor en comparacion con el sitio de unién -Phe-Phe-.

En otra realizacién de la invencion, se proporciona un anticuerpo quimeérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en

donde

Xaazes Val o Leu, pero particularmente Val;
Xaay es Ala o Val, pero particularmente Ala;
Xaas es Glu o Asp, pero particularmente Glu;
Xaag es Glu o Asp, pero particularmente Asp;

En particular, se provee un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une a por lo
menos un sitio de unién distinto, particularmente a por lo menos dos sitios
distintos de unién, mas particularmente a por lo menos tres sitios distintos de
unién distintos en la proteina amiloide- en donde dichos sitios distintos de unién
comprenden al menos uno y al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos,
respectivamente, involucrados de forma predominante en la unién del anticuerpo,
en donde los al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos que
representan un primer sitio de uniéon son —Phe-Phe- y al menos un residuo de
aminoacido es —His- incluida dentro de la siguiente secuencia nuclear:

-Xaa;—His- Xaaz —Xaas- Xaas— Xaas - Phe- Phe — Xaa; — Xaag — Xaag -,

en donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
His, Asn, GIn, Lys y Arg

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de

Asny GIn
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Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
His, Asn, GIn, Lys y Arg

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, Ser e lle

Xaag es un residuo de aminoé&cido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe, e lle

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu e lle

Xaag es un residuo de aminoé&cido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp,

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, y en donde dichos residuos de aminoacido Xaa;, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaag y Xaag, No estan involucrados en la unién a anticuerpos o lo estan en un
punto mas pequefio o significativamente mas pequefio en comparacion con el

sitio de unién —His- y —Phe-Phe-, respectivamente.

En otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en
donde

Xaazes GIn o Asn, particularmente Gin;

Xaag es Lys,

Xaas es Leu,

Xaag es Val o Leu, pero particularmente Val,

Xaay es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaag es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaages Asp o Glu, pero particularmente Asp.

En otra realizaciébn de la invencién, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une a por lo menos un sitio de union distinto, particularmente a por
lo menos dos sitios de unidn distintos, mas particularmente a por lo menos tres
distintos sitios de unidn en la proteina amiloide-$3, en donde dichos uno o por lo
menos dos sitios de unién distintos, comprenden cada uno por lo menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos predominantemente involucrados en la
union del anticuerpo, en donde los por lo menos dos residuos consecutivos de
aminoacidos que representan un segundo sitio de unidn son —Lys-Leu- incluidos

en la siguiente secuencia nuclear (SEC ID No.: 10):
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-Xaa;—Xaa, —Lys- Leu- Xaas en donde

Xaa; es un residuo de amino&cido seleccionado del grupo que consiste de
His, Asn, GIn, Lys y Arg;

Xaa es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Asny Gln;

Xaas es un residuo de amino&cido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle; y en donde dichos residuos de
aminoacido Xaa,, Xaaz no estan involucrados en la unién del anticuerpo o lo
estan en una medida significativamente menor en comparacion con el sitio de

union Lys-Leu.

En otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une a por lo menos un sitio de union distinto, particularmente a por
lo menos dos sitios de union distintos, mas particularmente a por lo menos tres
sitios de unién distintos en la proteina amiloide B en donde dicho sitio de unién
distinto comprende por lo menos uno y por lo menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos respectivamente, involucrados de forma predominante en la union
del anticuerpo, donde por lo menos uno y por lo menos dos aminoécidos
consecutivos, que estan separados por al menos un residuo de aminoacido no
involucrado en la union del anticuerpo o0 en una medida significativamente menor
en comparacion con los residuos de aminoacidos involucrados
predominantemente en la uniébn del anticuerpo son -His- y  -Lys-Leu-,
respectivamente, incluidos dentro de la siguiente secuencia nuclear:

— His — Xaa;, — Lys — Leu — Xaaz— Xaas,— Xaas—Xaas- — Xaay — Xaag —

En donde

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Asny GlIn;

Xaaz es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de

Ala, Val, Leu, Ser e lle;
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Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Gluy Asp,

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Gluy Asp

Y en donde dichos residuos de amino4cidos Xaa,, Xaas, Xaas, Xaa;, Xaas
no estan involucrados en la unién del anticuerpo o en una medida menor hasta
significativamente menor en comparacion con el sitio de union de —His- y —Lys-

Leu-, respectivamente.

En otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo,

en donde

Xaa, es GIn o Asn, pero particularmente GIn;

Xaazes Val o Leu, pero particularmente Val,

Xaay es Phe

Xaas es Phe

Xaag es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaay es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaag es Asp o Glu, pero particularmente Asp.

En otra realizaciébn de la invencion, se provee un anticuerpo quimeérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une a por lo menos dos sitios de unién distintos en la proteina
amiloide- B en donde dichos al menos dos sitios distintos de uniéon comprenden
cada uno por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos, involucrados
de forma predominante en la unién del anticuerpo, en donde por lo menos dos
aminoacidos consecutivos estdn separados por al menos un residuo de
aminoacido no involucrado en la union del anticuerpo o en una medida
significativamente menor que dichos residuos consecutivos de aminoacidos, que
son —Phe-Phe- y —Lys-Leu-, respectivamente, representando un primer y un
segundo sitio de union incluidos dentro de la siguiente secuencia nuclear:

— Xaaj; — Xaaz — Lys — Leu —Xaasz — Phe — Phe — Xaa, — Xaas— Xaag—

En donde

Xaa; es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en
His, Asn, GIn Lys, y Arg;
Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y
Gln;
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Xaaz es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, Ser e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Gluy Asp,

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Glu y Asp y en donde dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaaz, Xaas, Xaas Yy
Xaag no estan involucrados en la unién del anticuerpo o en una medida menor o
significativamente menor en comparacién con el sitio de union —Lys-Leu- y —Phe-

Phe, respectivamente.

En otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto, particularmente a por
lo menos dos sitios de union distintos, mas particularmente a por lo menos tres
sitios de unién distintos en la proteina amiloide- B en donde dichos sitios distintos
de unién comprenden por lo menos un residuo de aminoacido y por lo menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos, respectivamente, involucrados de forma
predominante en la unién del anticuerpo, en donde los al menos uno y al menos
dos aminoacidos estan separados en por lo menos un residuo de aminoacido no
involucrado en la union del anticuerpo o en una medida significativamente menor
en comparacion con los residuos de aminoacido, que estan involucrados de forma
predominante en la unién del anticuerpo, y en donde dichos residuos de
aminoéacido son —His- y —Phe-Phe- y —Lys-Leu-, respectivamente, incluidos dentro

de la siguiente secuencia nuclear:

—His — Xaa; — Lys — Leu —Xaaz — Phe — Phe — Xaa, — Xaas— Xaag —,

En donde

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Asny Glin;

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, Ser e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de

Gluy Asp,
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Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, en donde dichos residuos de aminoacido Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas Yy
Xaag no estan involucrados en la union del anticuerpo o lo estan en una medida
menor o significativamente menor en comparacion con los sitios de unién de —His,

—Lys-Leu- y —Phe-Phe, respectivamente.

En otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo quimeérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en
donde

Xaa, es GIn o Asn, pero particularmente GIn;

Xaazes Val o Leu, pero particularmente Val,

Xaay es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaas es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaag es Asp o Glu, pero particularmente Asp.

En otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une a por lo menos dos sitios de union distintos en la proteina
amiloide-B en donde dichos por lo menos dos sitios de union distintos
comprenden, cada uno por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos
involucrados de forma predominante en la union del anticuerpo en donde los por
lo menos dos aminoacidos consecutivos estan separados por al menos un residuo
de aminoéacido no involucrado en la unién del anticuerpo o en una medida
significativamente menor que dichos residuos consecutivos de aminoacidos, que
son —Phe-Phe- y -Lys-Leu, respectivamente, representando un primer y segundo
sitios de unién incluidos dentro de la siguiente secuencia nuclear:

Xaa; - Xaaz — Lys — Leu —Xaaz — Phe — Phe — Xaas — Xaas — Xaas, en
donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
His, Asn, GIn, Lys y Arg;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Asny Gin;

Xaaz es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que consiste de
Val, Ala, Leu, Met, Phe, norleucina e lle;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de

Ala, Val, Leu e lle;
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Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Gluy Asp;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, y en donde dichos residuos de aminoacido Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas y
Xaag, no estan involucrados en la unién al anticuerpo en una medida menor o
significativamente menor en comparacion con los sitios de unién —Lys- Leu- y —

Phe-Phe-, respectivamente.

En otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en
donde

Xaa; es His o Arg, pero particularmente His;

Xaa, es GIn o Asn, pero particularmente GIn;

Xaasz es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaay es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaas es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaag es Asp o Glu, pero particularmente Asp.

En una realizaciébn de la invencién, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une a por lo menos dos sitios de unién distintos en la proteina
amiloide- B en donde dichos al menos dos sitios distintos de union comprenden
cada uno por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos, involucrados
de forma predominante en la unién del anticuerpo, que son —Phe — Phe — Ala —
Glu -, particularmente —Phe — Phe — Ala -, pero especialmente —Phe — Phe —y —
Lys — Leu -, respectivamente, y en donde dichos al menos dos sitios distintos de
union exhiben la secuencia de aminoacidos — Val — Phe — Phe — Ala — Glu — Asp —
gue se muestra en la SEC ID No.: 7 y la secuencia de aminoacidos His — GIn —

Lys — Leu — Val — que se muestra en la SEC ID No.: 8, respectivamente.

En otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto, particularmente a al
menos dos sitios de unidn distintos, mas particularmente a al menos tres sitios
distintos de union en la proteina amiloide- 3, en donde dicho por lo menos uno o
dichos al menos dos sitios distintos de union comprenden por [o menos uno y por

lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos, respectivamente,
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involucrados de forma predominante en la union del anticuerpo, que son —Phe —
Phe — y —-Lys — Leu -, e —His-, respectivamente, en donde dicho sitio de union
distinto es introducido en la secuencia de aminoacidos — Val — Phe — Phe — Ala —

Glu -, y secuencia de aminoacidos —His—GIn—-Lys—Leu—Val-, respectivamente.

En otra realizacién de la invencion, el anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende el
reconocimiento de un antigeno y sitio de union que reconoce y se une a por lo
menos dos sitios de unidn distintos en la proteina amiloide-f3 en donde dichos por
lo menos dos sitios de union distintos comprenden cada uno por lo menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos dentro de la secuencia de aminoéacidos
dada en las SEC ID No.: 7 y 8, respectivamente, en donde dichos residuos de
aminoacidos consecutivos, particularmente —Phe- Phe- y -Lys-Leu-, estan

involucrados de forma predominante en la union de la proteina amiloide-p.

En una realizacion adicional especifica de la invencién, se proporciona un
anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con la invencion, que se une a 4
sitios de union distintos de la proteina amiloide-p en donde dichos 4 sitios de
union distintos incluyen 2 sitios de unidon que comprenden cada uno un residuo de
aminoacido y 2 sitios de unién que comprenden cada uno dos residuos de
aminoacidos consecutivos, tales residuos estan involucrados de forma
predominante en la unién del anticuerpo, en donde dichos 4 sitios de unidn
distintos estan localizados en estrecha proximidad entre si en la proteina
amiloide-B, y en donde dichos 4 sitios de union estan separados mediante por lo
menos un residuo de aminoacido que no esta involucrado en la unién del
anticuerpo o involucrado en la unién pero en una medida significativamente menor
en comparacion con dicho residuo de un aminodacido y dichos dos residuos de
aminoé&cidos consecutivos de los 4 sitios de unién distintos formando de este

modo un epitope discontinuo conformacional.

En particular, el primero de los dos residuos de aminoacidos consecutivos
involucrados de forma predominante en la union del anticuerpo es —Lys-Leu-, y el
segundo de los por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos es —Phe-
Phe-, el primero de los residuos Unicos de aminoacido es -His- y el segundo de
los residuos Unicos de aminodcido es -Asp- incluido dentro de la siguiente

secuencia nuclear:
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— Xaa; — His — Xaa, — Lys — Leu- Xaas— Phe- Phe- Xaa,— Xaas—Asp- Xaag—
en donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
His, Asn, GlIn, Lys y Arg, pero particularmente His;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Asn y GIn, pero particularmente Gln;

Xaaz es un residuo de aminodacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle, particularmente Val,

Xaa, es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, Ser e lle, particularmente Ala;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, particularmente Glu;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe, e lle, particularmente Val; y en donde dichos
residuos de aminoacido Xaa;, Xaap, Xaaz, Xaas, Xaas, Xaas, Nho estan
involucrados en la union al anticuerpo o estan involucrados en la union pero en
una medida significativamente menor en comparacién con los sitios de uniéon —

His-, -Asp-, -Lys- Leu-, y —Phe-Phe-.

En una realizacion, la invencion se relaciona con un anticuerpo o un fragmento del
mismo de acuerdo con la invencion, que se une a 4 sitios de union distintos en la
proteina amiloide-B, en donde dichos 4 sitios de union distintos incluyen dos sitios
de union que comprenden cada uno un residuo de aminoacido y dos sitios de
union donde cada uno comprende dos residuos de aminoacido consecutivos, en
donde el primero de los dos residuos consecutivos de aminoacido involucrados de
forma predominante en la unién del anticuerpo es —Lys-Leu-, y el segundo de los
al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos es -Phe-Phe-, el primero de
los residuos de amino&cido solos es —His- y el segundo de los residuos de
aminodacido solos es —Asp- incluido dentro de la siguiente secuencia nuclear:

— Xaa; — His — Xaa; — Lys — Leu — Xaas— Phe- Phe- Xaas— Xaas— Asp-
Xaag- en donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
His, Asn, GIn, Lys y Arg, pero particularmente His;

Xaa, es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que consiste de
Asny GlIn, pero particularmente GIn;

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de

Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle, particularmente Val;
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Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, Ser e lle, particularmente Ala;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, particularmente Glu;

Xaag es un residuo de amino&cido seleccionado del grupo que consiste de
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe, e lle, particularmente Val: y en donde dichos
residuos de aminoacidos Xaa; Xaap Xaas, Xaas Xaas Xaag, no estan involucrados
en la unién del anticuerpo o estan involucrados en la union pero en una medida
significativamente menor en comparacion con los sitios de union —His-, —Asp-, -

Lys-Leu, y —Phe-Phe-.

En una realizacion especifica de la invencion, los sitios de reconocimiento y unién
como se defini6 anteriormente aqui estan formando un epitope conformacional
discontinuo localizado en una region de la proteina amiloide- entre los residuos
de aminoacidos 12 a 24, particularmente entre los residuos 14 a 23, mas
particularmente entre los residuos de aminoacidos 14 y 20, en donde los por lo
menos dos sitios de reconocimiento distinto y unién que comprenden cada uno
por lo menos 2 residuos de aminoacidos, estan localizados en las posiciones 16 y
17,y en las posiciones 19y 20, respectivamente, y en donde el por lo menos un
sitio de reconocimiento y unidn distinto que comprende al menos 1 residuo de
aminoacido se localiza en la posicién 14, tales residuos estan involucrados de
forma predominante en la unién de la proteina amiloide —8 y en donde dichos
sitios de reconocimiento y union distintos estan rodeados al menos en un lado por
residuos de aminodcidos, particularmente residuos 21 y 22, y separados por un
residuo de aminodacido localizado en las posiciones 15 y 18, residuos de
aminoé&cido que no estan directamente involucrados en la unién del antigeno o, al

menos, en una medida sustancialmente menor.

Incluso en otra realizacion de la invencion, los dichos por lo menos tres sitios
distintos de reconocimiento y union estan rodeados en ambos lados por residuos
de aminoacidos, particularmente los residuos 12 y 13, y los residuos 21y 22 y
estan separados por un residuo de aminoacido localizado en la posicion 15 y 18,
residuos de aminoacido que no estan involucrados directamente en la unién del

antigeno o, por lo menos, en una medida sustancialmente menor.

En una realizacion especifica, dichos residuos de aminoacidos consecutivos,

particularmente —Lys-Leu- en la posicién 16 y 17 y —Phe- Phe- en las posiciones
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19 y 20, los cuales estan involucrados de forma predominante en la union de la

proteina amiloide-, estan incluidos en la siguiente regién del nucleo:

Val- | His— | His— | GIn— | Lys— | Leu— | Val- | Phe— | Phe— | Ala— | Glu— | Asp

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

En otra realizacion especifica, dichos residuos de aminoacidos, particularmente —
Lys-, -Leu- en las posiciones 16 y 17 y -Phe-Phe- en las posiciones 19 y 20, e —
His- en la posicidon 14, los cuales estan involucrados de forma predominante en la

union de la proteina amiloide-B, estan incluidos en la siguiente regién del nucleo:

Val- | His— | His— | GIn— | Lys— | Leu— | Val- | Phe— | Phe— | Ala— | Glu— | Asp— | Val- | Gly-

12 |13 |14 |15 |16 (17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25

En otra realizacion de la invencién, se provee un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo que comprende en la region variable de la cadena ligera y
cadena pesada, respectivamente, al menos una CDR de origen no-humano,
particularmente dos CDR de origen no-humano, mas particularmente tres CDR de
origen no-humano, incluidas en una o mas regiones marco derivadas de humano
0 primate y, opcionalmente, una region constante derivada de un anticuerpo de
origen humano o primate, cuyo anticuerpo humanizado o fragmento del mismo es
capaz de reconocer y unirse especificamente a la proteina amiloide-p,
particularmente un péptido monomérico amiloide-, mas particularmente un
péptido polimérico amiloide-f-, incluso mas particularmente fibras, fibrillas o
filamentos amiloides-p aislados o como parte de una placa amiloide-p, en un
epitope que comprende la siguiente secuencia de aminoacidos (SEC ID No.: 11);

— Xaa; — Xaa; — Lys — Leu —Xaa3z — Phe — Phe — Xaa, — Xaas — Xaag— en
donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
His, Asn, GIn, pero particularmente His;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Asny GIn, pero particularmente GIn; y

Xaaz es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que consiste de
Val, Leu e lle, pero particularmente Val;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Ala y Val, pero particularmente Ala;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de

Glu y Asp, pero particularmente Glu;
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Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, pero particularmente Asp;

Incluso en otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo humanizado o
un fragmento del mismo que comprende en la region variable de cadena ligera y
de cadena pesada, respectivamente, por lo menos una CDR de origen no-
humano, particularmente dos CDRs de origen no-humano, mas particularmente
tres CDR de origen no-humano, incluidos en una o mas regiones marco derivadas
de humano -o primate- y, opcionalmente, una region constante derivada de un
anticuerpo de origen humano o primate, cuyo anticuerpo humanizado o fragmento
del mismo es capaz de reconocer y unirse especificamente a la proteina amiloide-
B, particularmente un péptido monomérico amiloide-p, mas particularmente un
péptido polimérico amiloide-B, incluso mas particularmente fibras, fibrillas o
filamentos amiloides-p aislados o como parte de una placa amiloide-p, en un
epitope que comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:

— His — Xaa;, — Lys — Leu — Xaas— Phe- Phe- Xaa;,— Xaas—Xaae-

En donde

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Asny GlIn, pero particularmente GIn;

Xaaz es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de
Val, Leu e lle, pero particularmente Val,

Xaa, es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de
Ala y Val, pero particularmente Ala;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, pero particularmente Glu;

Xaag es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de
Glu y Asp, pero particularmente Glu; y en donde dichos residuos de aminoacido
Xaay, Xaas, Xaay, Xaas Yy Xaas, no estan involucrados en la union al anticuerpo en
una medida menor en comparacion con el sitio de union —His-, y—-Lys- Leu- y—
Phe-Phe-.

En una realizacion especifica de la invencién, la CDR de origen no-humano se
obtiene a partir de un anticuerpo donor, pero particularmente a partir de un
anticuerpo donor murino, que se origina contra un fragmento del antigeno que no
contiene dicho sitio de unidn distinto. Este cambio en la region epitopica puede
haber sido causado al menos parcialmente por el uso de una construccion

antigénica supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde
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a la secuencia de aminoéacidos del péptido amiloide-B, particularmente del péptido
amiloide-B ABi-16, modificado con un residuo hidrofilico tal como, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG), en donde dicho fragmento hidrofilico est4 unido de manera
covalente a cada uno de los términos del péptido antigénico mediante al menos
uno, particularmente uno o dos aminoacidos tales como, por ejemplo, lisina, acido
glutamico y cisteina o cualquier otro aminoacido adecuado o aminoécido anélogo
capaz de servir como un dispositivo conector para acoplar el fragmento hidrofilico
al fragmento del péptido como se describe aqui a continuaciéon en el proceso de
inmunizacion. Cuando se usa un PEG como fragmento hidrofilico, los términos de
PEG libres estan unidos en forma covalente a fosfatidiletanolamina o cualquier
otro compuesto adecuado para funcionar como elemento de anclaje, por ejemplo,
para incluir la construccion antigénica en la bicapa de un liposoma como se

describe aqui.

En particular, la CDR de origen humano se obtiene a partir de un anticuerpo donor
murino que exhibe las propiedades caracteristicas de ACI-01-Ab7C2 (también
llamado “mC2” a lo largo de la solicitud) depositado en Diciembre 01 de 2005 con
el “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en
Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo las
disposiciones del Tratado de Budapest bajo el No. de acceso DSM ACC2750).

En una realizacién de la invencion, la CDR de origen no-humano se obtiene a
partir del anticuerpo donor murino ACI-01-Ab7C2 (también llamado “mC2” a lo
largo de la solicitud) depositado en Diciembre 01 de 2005 con el “Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en
Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo las

disposiciones del Tratado de Budapest bajo el No. de acceso DSM ACC2750).

Asimismo, el uso del lipido A como parte del protocolo de inmunizacion puede

haber contribuido al cambio en la regién epitopica.

En una realizacion especifica, la invencion se relaciona con un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en regiones
marco derivadas de humanos o primates, por lo menos un péptido con una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste de
la SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y la SEC ID No.: 3 que representa CDR3
de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) y SEC ID No.: 4 que representa
CDRL1 de la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR).
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En otra realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en donde dicho anticuerpo humanizado comprende
integrado en regiones marco de cadena pesada derivadas del humano o primate,
por lo menos un péptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo de secuencias que consiste de SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y SEC
ID No.: 3, que representa CDR3 de la Regién Variable de Cadena Pesada
(HCVR).

Incluso en otra realizacion, la invencibn se relaciona con un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, en donde dicho anticuerpo humanizado
comprende integrado en regiones marco de cadena liviana derivadas del humano
o primate integradas en por lo menos un péptido con una secuencia de
aminoacidos de la SEC ID No.: 4 que representa la CDR1 de la Region Variable
de Cadena Liviana (LCVR).

En particular, la invencién se relaciona con una Region Variable de Cadena
Liviana (LCVR) que comprende regiones marco derivadas de humano -0 primate-
integradas en por lo menos un péptido con una secuencia de aminoécidos de la
SEC ID No.: 4 que representa CDR1 de la Region Variable de Cadena Liviana
(LCVR).

En otra realizacion especifica, la invencién se relaciona con una Regién Variable
de Cadena Pesada (HCVR) que comprende integradas en las regiones marco
derivadas de humano -o primate- en por lo menos un péptido con una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste de SEC ID
No.: 2, que representa el CDR2 y la SEC ID No.: 3 que representa la CDR3 de la
Region Variable de Cadena Pesada (HCVR).

La invencion se relaciona adicionalmente con un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que comprende integradas en regiones marco derivadas de
humano o primate por lo menos dos péptidos, cuyos péptidos son diferentes y
exhiben una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias
gue consiste en SEC ID No.: 1, que representa CDR1, SEC ID No.: 2 que
representa CDR2 y SEC ID No.: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de
Cadena Pesada (HCVR) y la SEC ID No.: 4 que representa CDR1, SEC ID No.: 5
que representa la CDR2 y la SEC ID No.: 6 que la CDR3 de la Regién Variable de
Cadena Liviana (LCVR) en donde el mismo CDR no puede estar presente dos

veces en el anticuerpo. En particular, si los por lo menos dos CDRs presentes son
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CDRs de la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR), por lo menos una de
dichas CDRs debe ser CDR1 representada mediante la SEC ID No.: 4.

Asimismo, la invencidon comprende un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo que comprende integradas en regiones marco de cadena pesada
derivadas de humano o primate por lo menos dos péptidos con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste de SEC ID No.:
1 que representa CDR1, SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y SEC ID No.: 3,
que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR), pero
particularmente un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo en donde la

misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

En particular, la invencion se relaciona con una Region Variable de Cadena
Pesada (HCVR) que comprende integradas en regiones marco de cadena pesada
derivadas de humano o primate por lo menos dos péptidos con una secuencia de
aminoéacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste de SEC ID No.:
1 que representa CDR1, SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y SEC ID No.: 3,
que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR).

En una realizacion adicional, la invencion se relaciona con un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integradas en regiones
marco de cadena liviana derivadas de humano -o primate- por lo menos dos
péptidos con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de
secuencias que consiste de SEC ID No.: 4 que representa CDR1, SEC ID No.: 5
que representa CDR2 y SEC ID No.: 6 que representa CDR3 de la Region
Variable de Cadena Liviana (LCVR).

En particular, la invencién se relaciona con una Region Variable de Cadena
Liviana (LCVR), tiene integrado en regiones marco de cadena liviana derivadas de
humano o primate por lo menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de secuencias que consiste en la SEC ID No.: 4 que
representa CDR1, SEC ID No.: 5 que representa CDR2 y SEC ID No.: 6
representa CDR3 en la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR), en donde la
misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo y, en particular,
por lo menos una de dichos CDR, debe ser CDR1 representada por SEC ID No.:
4.
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La invencidn también se relaciona con un anticuerpo humanizado o un fragmento
del mismo, que comprende integrado en regiones marco de cadena pesada
derivadas de humano o primate péptidos con una secuencia de aminoacidos de
SEC ID No.: 1 que representa CDR1, la SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y la
SEC ID No.: 3, que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR), particularmente en el orden indicado anteriormente.

En particular, la invencién se relaciona con una Region Variable de Cadena
Pesada (HCVR) que comprende integrada en regiones marco de cadena pesada
derivadas de humano o primate péptidos con una secuencia de aminoacidos de
SEC ID No.: 1 que representa CDR1, SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y SEC
ID No.: 3, que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada

(HCVR), particularmente en el orden indicado anteriormente.

La invencion también comprende un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo que comprende integradas en regiones marco de cadena liviana derivadas
de humano o primate en péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEC ID
No.: 4 que representa CDR1, SEC ID No.: 5 que representa CDR2 y SEC ID No.:
6 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR),

particularmente en el orden indicado anteriormente.

En particular, la invencion se relaciona con una Region Variable de Cadena
Liviana (LCVR), que comprende integrada en regiones marco de cadena liviana
derivadas de humano o primate con una secuencia de aminoacidos de de SEC ID
No.: 4 que representa CDR1, SEC ID No.: 5 que representa CDR2 y SEC ID No.:
6 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR),

particularmente en el orden indicado anteriormente.

La invencion también se relaciona con un anticuerpo humanizado o un fragmento
del mismo, que comprende integrado en regiones marco derivadas de humano o
primate por lo menos tres péptidos con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEC ID No.: 1 que
representa CDR1, SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y SEC ID No.: 3, que
representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) y SEC ID
No.: 4 que representa CDR1, SEC ID No.: 5 que representa CDR2 y SEC ID No.:
6 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR), pero
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particularmente un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo en donde la

misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

En otra realizacion la invencion se relaciona con un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, anticuerpo que comprende integrado en regiones marco
derivadas de humano o primate al menos cuatro péptidos con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste de SEC ID No.:
1 que representa CDR1, la SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y SEC ID No.: 3,
que representa CDR3 de la Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR) y SEC ID
No.: 4 que representa CDR1, SEC ID No.: 5 que representa CDR2 y SEC ID No.:
6 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR), pero
particularmente un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo en donde la

misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

Incluso en otra realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en regiones
marco derivadas de humano o primate por lo menos cinco péptidos con una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en
SEC ID No.: 1 que representa CDR1, la SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y
SEC ID No.: 3, que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR) y la SEC ID No.: 4 que representa CDR1, SEC ID No.: 5 que representa
CDR2 y SEC ID No.: 6 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena
Liviana (LCVR), pero particularmente un anticuerpo humanizado o un fragmento
del mismo en donde la misma CDR no puede estar presente dos veces en el

anticuerpo.

Incluso en otra realizacion, la invencibn se relaciona con un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en regiones
marco derivadas de humano o primate integradas en péptidos con una secuencia
de aminoacidos de SEC ID No.: 1 que representa CDR1, SEC ID No.: 2 que
representa CDR2 y SEC ID No.: 3, que representa CDR3 de la Regidn Variable
de Cadena Pesada (HCVR) y la SEC ID No.: 4 que representa CDR1, SEC ID
No.: 5 que representa CDR2 y SEC ID No.: 6 que representa CDR3 de la Regién
Variable de Cadena Liviana (LCVR).

En una realizacién especifica, la invencion se relaciona con un anticuerpo

humanizado, una Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR), o un fragmento de
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la misma, en donde dicho anticuerpo humanizado, Regién Variable de Cadena
Pesada (HCVR) o fragmento del mismo comprende integrado en regiones marco
de cadena pesada derivadas de humano -o primate- por lo menos un péptido con
una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 2 que representa CDR2 de la
Regidén Variable de Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacion especifica, la invencion se relaciona con un anticuerpo
humanizado, una Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR), o un fragmento de
la misma, en donde dicho anticuerpo humanizado, Regién Variable de Cadena
Pesada (HCVR) o fragmento de la misma comprende regiones marco de cadena
pesada derivadas de humano -o primate- integradas en por lo menos un péptido
con una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 3 que representa CDR3 de la
Region Variable de Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacion especifica, la invencidn se relaciona con un anticuerpo
humanizado, una Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR), o un fragmento de
la misma, en donde dicho anticuerpo humanizado, Regién Variable de Cadena
Pesada (HCVR) o fragmento de la misma comprende regiones marco de cadena
pesada derivadas de humano o primate integradas en por lo menos dos péptidos
con una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 1 que representa CDR1 y
SEC ID No.: 2 que representa CDR2 de la Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR).

En otra realizacion especifica, la invencion se relaciona con un anticuerpo
humanizado, una Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR), o un fragmento de
la misma, en donde dicho anticuerpo, Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR) o fragmento de la misma comprende regiones marco de cadena pesada
derivadas de humano -o primate- integradas en por lo menos dos péptidos con
una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 1 que representa CDR1 y SEC ID

No.: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacion especifica, la invencion se relaciona con un anticuerpo
humanizado, una Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR), o un fragmento de
la misma, en donde dicho anticuerpo, Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR) o fragmento de la misma comprende regiones marco de cadena pesada

derivadas de humano -o primate- integradas en por lo menos dos péptidos con
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una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 2 que representa CDR2 y SEC ID
No.: 3 que representa CDR3 de la Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacion especifica, la invencion se relaciona con un anticuerpo
humanizado, una Region Variable de Cadena Liviana (LCVR), o un fragmento de
la misma, en donde dicho anticuerpo, Region Variable de Cadena Liviana (LCVR)
o fragmento de la misma comprende regiones marco de cadena pesada derivadas
de humano -o primate- integradas en por lo menos dos péptidos con una
secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 4 que representa CDR1 y SEC ID No.:
5 que representa CDR2 de la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR).

En otra realizacion especifica, la invencion se relaciona con un anticuerpo
humanizado, una Region Variable de Cadena Liviana (LCVR), o un fragmento de
la misma, en donde dicho anticuerpo, Region Variable de Cadena Liviana (LCVR)
o fragmento de la misma comprende regiones marco de cadena pesada derivadas
de humano o primate integradas en por lo menos dos péptidos con una secuencia
de amino&cidos de SEC ID No.: 4 que representa CDR1 y SEC ID No.: 6 que
representa CDRS3 de la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR).

Adicionalmente la invencion comprende un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo en donde la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) y
la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR) del anticuerpo de ratén C2,
contribuyen cada una en por lo menos una de sus regiones CDR al menos dos
regiones CDR del anticuerpo humanizado. El anticuerpo humanizado resultante
de un fragmento de las mismas puede comprender, por consiguiente:

-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 1 que representa
CDR1 (HCVR) en combinacion con una secuencia de aminoécidos de SEC ID
No.: 4 que representa CDR1 (LCVR);

-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 2 que representa
CDR2 (HCVR) en combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEC ID
No.: 4 que representa CDR1 (LCVR);

-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 3 que representa
CDR3 (HCVR) en combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEC ID
No.: 4 que representa CDR1 (LCVR);

-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 1 que representa
CDR1 (HCVR) en combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEC ID
No.: 5 que representa CDR2 (LCVR);
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-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 2 que representa
CDR2 (HCVR) en combinaciéon con una secuencia de aminoacidos de SEC ID
No.: 5 que representa CDR2 (LCVR);
-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 2 que representa
CDR2 (HCVR) en combinaciéon con una secuencia de aminoacidos de SEC ID
No.: 6 que representa CDR3 (LCVR);
-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 1 que representa
CDR1 (HCVR) en combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEC ID
No.: 6 que representa CDR3 (LCVR);
-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 3 que representa
CDR3 (HCVR) en combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEC ID
No.: 5 que representa CDR2 (LCVR);
-Por lo menos una secuencia de aminoacidos de SEC ID No.: 3 que representa
CDR3 (HCVR) en combinacion con una secuencia de aminoécidos de SEC ID
No.: 6 que representa CDR3 (LCVR);

Incluso en otra realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo quimeérico
o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo
como se describié aqui anteriormente, cuyo anticuerpo comprende una regién

constante de cadena liviana y/o pesada de origen humano o primate.

En una realizacion adicional, la invencion se relaciona con un anticuerpo
quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento
del mismo, en donde por lo menos uno, particularmente por lo menos uno pero no
mas de 5, mas particularmente por lo menos uno pero no mas de 4, incluso mas
particularmente pero no mas de 3, pero especialmente al menos uno pero no mas
de 2, de los aminoéacidos representativos de las regiones CDR de cadena liviana
y/o pesada como se da en las SEC ID No.: 1- 6 se cambia a través de una
sustituciéon conservativa de modo que el anticuerpo mantiene su funcionalidad

total.

En particular, la invencién se relaciona con un anticuerpo quimérico 0 un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en
donde la CDR2 de la region variable de cadena liviana (LCVR) como se da en la
SEC ID No.: 5, la Lys en la posicion Kabat 50 se reemplaza con un residuo de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Arg, GIn y Glu,

particularmente con Arg.
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En particular, la invencion se relaciona con una region variable de cadena liviana
(LCVR) en donde en la CDR2 como se da en la SEC ID No.: 5, la Lys en la
posicion Kabat 50 se reemplaza con un residuo de aminoacido seleccionado del

grupo que consiste en Arg, GlIn y Glu, particularmente con Arg.

En otra realizacion, la invencion se relaciona con un anticuerpo quimeérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en
donde la CDR2 de la region variable de cadena liviana (LCVR) como se da en la
SEC ID No.: 5, la Ser en la posicion Kabat 53 se reemplaza con un residuo de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn o Thr, pero

particularmente con Asn.

En particular, la invencion se relaciona con una region variable de cadena liviana
(LCVR) en donde en la CDR2 como se da en la SEC ID No.: 5, la Ser en la
posicion Kabat 53 se reemplaza con un residuo de aminoacido seleccionado del

grupo que consiste en Asn o Thr, pero particularmente con Asn.

En una realizaciébn de la invencién, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en
donde la Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR) tiene una secuencia de
aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, mas particularmente 98% idéntica

a la secuencia dada en SEC ID No.: 15y 16, respectivamente.

En otra realizacién de la invencién, un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, o0 un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde la
Regién Variable de Cadena Liviana (LCVR) tiene una secuencia de aminoacidos
que es 90%, particularmente 95%, mas particularmente 98% idéntica a la

secuencia dada en SEC ID No.: 12 y 13, respectivamente.

Incluso en otra realizacion de la invencion, se provee un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, en donde por lo menos dos, pero especialmente tres,
de las regiones CDR de la Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, mas

particularmente 98% idéntica a la secuencia dada en SEC ID No.: 1y 3.

En una realizacién adicional de la invencion, se provee un anticuerpo humanizado

o un fragmento del mismo, en donde por lo menos dos, pero especialmente tres,
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de las regiones CDR de la Regién Variable de Cadena Liviana (LCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, mas
particularmente 98% idéntica a la correspondiente region CDR dada en SEC ID
No.: 4-6.

Incluso en otra realizacion, la invencion se relaciona con un anticuerpo quimeérico
o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo, de acuerdo con la presente invencion como se describe aqui
anteriormente, en donde la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 99% idéntica a la secuencia dada en SEC ID No.: 15 y 16,

respectivamente.

Incluso en otra realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo quimérico
o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo, de acuerdo con la presente invencibn como se describe aqui
anteriormente, en donde la Regién Variable de Cadena Liviana (LCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 99% idéntica a la secuencia dada en SEC ID No.: 12 y 13,

respectivamente.

Incluso en otra realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo quimeérico
o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo, de acuerdo con la presente invencibn como se describe aqui
anteriormente, en donde al menos uno, particularmente al menos dos, pero
especialmente tres, de las regiones CDR de la Regién Variable de Cadena
Pesada (HCVR) tiene una secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la correspondiente regiéon CDR
como se da en SEC ID No.: 1- 3.

Incluso en otra realizacion, la invencion se relaciona con un anticuerpo quimeérico
o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo, de acuerdo con la presente invencibn como se describe aqui
anteriormente, en donde al menos uno, particularmente al menos dos, pero
especialmente tres, de las regiones CDR de la Region Variable de Cadena

Liviana (LCVR) tiene una secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%,
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93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la correspondiente region CDR
como se da en SEC ID No.: 4-6.

Incluso en otra realizacion, la invencidn se relaciona con un anticuerpo
humanizado de acuerdo con la presente invencion y como se describié aqui, en
donde al menos uno de los aminoacidos representativos de las secuencias de
marco aceptoras obtenidas a partir de las secuencias germinales humanas Vy y
Vk, respectivamente se cambia a través de la sustitucion a un aminoacido a partir
de la region correspondiente de anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2 o una

sustitucion conservativa a ésta.

En particular, la invencion se relaciona con una Region Variable de Cadena
Pesada y a un anticuerpo humanizado que comprende esta Region Variable de
Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la posicion Kabat 47 en la
secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias germinales
humanas Vy del subgrupo KABAT Vulll de la Region Variable de Cadena Pesada
se reemplaza con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu,
norleucina, lle, Val, Met, Ala y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente

Leu tal como se muestra en SEC ID NO: 15.

La invencion se relaciona adicionalmente con una Region Variable de Cadena
Pesada y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Regioén Variable de
Cadena Pesada, respectivamente, en donde la Arg en la posicion Kabat 94 en la
secuencia marco aceptora obtenida a partir de las secuencias germinales
humanas Vy del subgrupo KABAT Vlll de la Region Variable de Cadena Pesada
se reemplaza con un aminodcido seleccionado del grupo que consiste en Ser y

Thr, pero especialmente con Ser tal como se muestra en la SEC ID No.: 15.

Incluso en otra realizacion, la invencién se relaciona con una Region Variable de
Cadena Pesada y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Region
Variable de Cadena Pesada, respectivamente, en donde la Trp en la posicion
Kabat 47 en la secuencia marco aceptora obtenida a partir de las secuencias
germinales humanas Vy del subgrupo KABAT Vylll de la Region Variable de
Cadena Pesada se reemplaza con un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala y Phe, particularmente Leu y lle,

pero especialmente con Leu y el Arg en la posicién Kabat 94 se reemplaza con
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un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero
especialmente Ser tal como se muestra en la SEC ID No.: 15.

La invencion se relaciona adicionalmente con una Region Variable de Cadena
Liviana y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Region Variable de
Cadena Liviana, respectivamente, en donde el GIn en la posicion Kabat 45 en la
secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias germinales
humanas Vi del subgrupo KABAT Vill de la Region Variable de Cadena Liviana
se reemplaza con un aminodcido seleccionado del grupo que consiste en Lys,
Arg, GIn y Asn, particularmente por Lys y Arg, pero especialmente por Lys.

La invencion se relaciona adicionalmente con una Region Variable de Cadena
Liviana y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Region Variable de
Cadena Liviana, respectivamente, en donde la Tyr en la posicion Kabat 87 en la
secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias germinales
humanas Vi del subgrupo KABAT Vil de la Region Variable de Cadena Liviana
se reemplaza con un aminodcido seleccionado del grupo que consiste en Phe,
Leu, Val, lle y Ala, particularmente por Leu y Phe, pero especialmente por Phe.

La invencion se relaciona adicionalmente con una Region Variable de Cadena
Liviana y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Regién Variable de
Cadena Liviana, respectivamente, en donde el Lys en la posicion Kabat 50 en la
region CDR2 obtenida del anticuerpo monoclonal de un raton, particularmente
anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, tal como se muestra en la SEC ID No.: 12 es
reemplazada por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Arg, GIn,

His, y Asn, pero especialmente por Arg.

Incluso en otra realizacion, la invencion se relaciona adicionalmente con una
Region Variable de Cadena Liviana y con un anticuerpo humanizado que
comprende esta Region Variable de Cadena Liviana, respectivamente, en donde
el Asn en la posicion Kabat 53 en la region CDR2 obtenida del anticuerpo
monoclonal de un raton, particularmente anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, tal
como se muestra en la SEC ID No.: 12 es reemplazada por un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, Ser, lle; pero especialmente
Ser.
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Incluso en otra realizacion, la invencidn se relaciona con un anticuerpo
humanizado, en donde el Trp en la posicion Kabat 47 en la secuencia marco
aceptora obtenida a partir de las secuencias germinales humanas Vy del
subgrupo KABAT Vylll de la Region Variable de Cadena Pesada se reemplaza
con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, norleucina, lle,
Val, Met, Ala 'y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente Leu y la Arg en
la posicion Kabat 94 en la secuencia marco aceptor obtenida a partir de las
secuencias germinales Vy del subgrupo KABAT Vulll de la Regidén Variable de
Cadena Pesada se reemplaza con un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Ser y Thr, pero especialmente con Ser tal como se muestra en la SEC
ID No.: 15, y la Tyr en la posicion Kabat 87 en la secuencia de marco aceptor
obtenida a partir de las secuencias germinales humanas Vi del subgrupo KABAT
Vil de la Region Variable de Cadena Liviana se reemplaza con una aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Phe, Leu, Val, lle y Ala, particularmente

con Leu y Phe, pero especialmente con Phe.

Incluso en otra realizacion, la invencién se relaciona con una Region Variable de
Cadena Pesada y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Regién
Variable de Cadena Pesada, respectivamente, en donde Trp en la posicion Kabat
47 en la secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias
germinales humanas Vy del subgrupo KABAT Vulll de la Regidén Variable de
Cadena Pesada se reemplaza con Leu tal como se muestra en la SEC ID No.: 15.

Incluso en otra realizacion, la invencién se relaciona con una Regién Variable de
Cadena Pesada y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Region
Variable de Cadena Pesada, respectivamente, en donde la Arg en la posicion
Kabat 94 en la secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias
germinales humanas Vy del subgrupo KABAT Vulll de la Regidén Variable de

Cadena Pesada se reemplaza con Ser tal como se muestra en la SEC ID No.: 15.

Incluso en otra realizacion, la invencion se relaciona adicionalmente con una
Region Variable de Cadena Pesada y con un anticuerpo humanizado que
comprende esta Region Variable de Cadena Pesada, respectivamente, en donde
Trp en la posicion Kabat 47 en la secuencia de marco aceptor obtenida a partir de
las secuencias germinales humanas Vy del subgrupo KABAT Vylll de la Region
Variable de Cadena Pesada se reemplaza con Leu e lle, pero especialmente Leu

y la Arg en la posicién Kabat 94 en la secuencia de marco aceptor obtenida a
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partir de las secuencias germinales humanas Vy del subgrupo KABAT Vylll de la
Regién Variable de Cadena Pesada se reemplaza con Ser tal como se muestra
en la SEC ID No.: 15.

Incluso en otra realizacion, la invencion se relaciona con una Region Variable de
Cadena Liviana y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Region
Variable de Cadena Liviana, respectivamente, en donde la Tyr en la posicién
Kabat 87 en la secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias
germinales humanas Vi del subgrupo KABAT Vill de la Region Variable de

Cadena Liviana se reemplaza con Phe.

Incluso en otra realizacion, la invencién se relaciona con una Regién Variable de
Cadena Pesada y a un anticuerpo humanizado que comprende esta Region
Variable de Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la posicion
Kabat 47 en la secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias
germinales humanas Vy del subgrupo KABAT Vulll de la Regidén Variable de
Cadena Pesada se reemplaza con Leu e lle, pero especialmente Leu y la Arg en
la posicion Kabat 94 en la secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las
secuencias germinales humanas Vy del subgrupo KABAT Vylll de la Region
Variable de Cadena Pesada se reemplaza con Ser tal como se muestra en SEC
ID No.: 15 y la Tyr en la posicion Kabat 87 en la secuencia de marco aceptor
obtenida a partir de las secuencias germinales humanas Vi del subgrupo KABAT
Vil de la Region Variable de Cadena Liviana se reemplaza con Phe.

En una realizacion, la invencién se relaciona con una Region Variable de Cadena
Pesada y a un anticuerpo humanizado que comprende esta Regién Variable de
Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la posicion Kabat 47 en la
secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias germinales
humanas Vy del subgrupo KABAT Vylll de la Regién Variable de Cadena Pesada
se reemplaza con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu,
norleucina, lle, Val, Met, Ala y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente
Leu y la Arg en la posicion Kabat 94 se reemplaza con un aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente con Ser tal
como se muestra en SEC ID No.: 15y en donde la Lys en la posicion Kabat 50 en
la region CDR2 obtenida a partir de un anticuerpo monoclonal de raton,

particularmente anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, se reemplaza con un



10

15

20

25

30

35

37

aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Arg, GIn, His, y Asn, pero
especialmente con Arg.

En una realizacion, la invencién se relaciona con una Region Variable de Cadena
Pesada y con un anticuerpo humanizado que comprende esta Regién Variable de
Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la posicion Kabat 47 en la
secuencia de marco aceptor obtenida a partir de las secuencias germinales
humanas Vy del subgrupo KABAT Vylll de la Regiéon Variable de Cadena Pesada
se reemplaza con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu,
norleucina, lle, Val, Met, Ala y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente
Leu y la Arg en la posicion Kabat 94 se reemplaza con un aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente con Ser tal
como se muestra en SEC ID No.: 15y en donde la Asn en la posicién Kabat 53 en
la regibn CDR2 obtenida a partir de un anticuerpo monoclonal de raton,
particularmente anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, se reemplaza con un
aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, Ser e lle; pero

especialmente Ser.

En una realizacion especifica, la invencion se relaciona con la region variable de
cadena liviana de la SEC ID No.: 12.

En otra realizacibn especifica de la invencion, se provee un anticuerpo
humanizado, el cual comprende la region variable de cadena liviana de la SEC ID
No.: 12.

En una realizacion especifica, la invencion se relaciona con la region variable de
cadena liviana de la SEC ID No.: 13.

En otra realizacion especifica de la invencién, se provee un anticuerpo
humanizado, el cual comprende la region variable de cadena liviana completa de
la SEC ID No.: 13.

En otra realizacion especifica de la invencién, se provee un anticuerpo
humanizado, que comprende la region variable de cadena liviana de la SEC ID
No.: 12 y la region constante de cadena liviana de la SEC ID No.: 14.
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En otra realizacion especifica de la invencién, se provee un anticuerpo
humanizado, que comprende la region variable de cadena liviana completa de la

SEC ID No.: 13y la region constante de cadena liviana de la SEC ID No.: 14.

En una realizacion especifica, la invencion se relaciona con la region variable de
cadena pesada de la SEC ID No.: 15.

En otra realizacion especifica de la invencibn se provee un anticuerpo
humanizado, el cual comprende la region variable de cadena pesada de la SEC
ID No.: 15.

En otra realizacion especifica de la invencion, la invencion se relaciona con la
regiéon variable de cadena pesada incluyendo secuencias sefial como se muestra
en la SEC ID No.: 16.

En otra realizacion especifica de la invencién, se provee un anticuerpo
humanizado, que comprende la regidon variable de cadena pesada incluyendo

secuencias sefial tal como se muestra en la SEC ID No.: 16.

En otra realizacibn especifica de la invencion, se provee un anticuerpo
humanizado, que comprende la region variable de cadena pesada de la SEC ID

No.: 15y la region constante de cadena pesada de la SEC ID No.: 17.

En otra realizacibn especifica de la invencion, se provee un anticuerpo
humanizado, que comprende la region variable de cadena pesada de la SEC ID

No.: 16 y la region constante de cadena pesada de la SEC ID No.: 17.

En una realizacion el anticuerpo humanizado de acuerdo con la invencion y como
se describe aqui, mediante co-incubacion con un péptido Ap monomérico que
tenia por lo menos 30, particularmente por lo menos 35, mas particularmente por
lo menos 38, incluso mas particularmente por lo menos 40 residuos de
aminoacidos y/o un péptido amiloide polimérico soluble que comprende una
pluralidad de dichas unidades AB monoméricas, pero especialmente con un
péptido amiloide AB;4, monomérico y/o Af amiloide polimérico soluble que
comprende una pluralidad de dichas unidades monoméricas de APi-42,
particularmente a una razén de concentracidon molar de anticuerpo a ABi.42 de
hasta 1:1000, particularmente de hasta 1:500, mas particularmente de hasta

1:300, incluso mas particularmente de hasta 1:200, pero especialmente a una
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razon de concentracion molar de entre 1:10 y 1:100, inhibe la agregacién de los

monomeros AB a fibrillas poliméricas de alto peso molecular.

En particular, la co-incubacion del anticuerpo de acuerdo con la invencion con
péptidos amiloides monomeéricos y/o poliméricos solubles se lleva a cabo durante
24 horas a 60 horas, particularmente durante 30 horas hasta 50 horas, mas
particularmente durante 48 horas, pero especialmente 24 horas, a una
temperatura entre 28°C y 40°C, particularmente entre 32°C y 38°C, mas

particularmente a 37°C.

En una realizacion especifica de la invencion, la co-incubacion con péptidos
amiloides monomeéricos y/o poliméricos solubles se lleva a cabo durante 24 horas

a una temperatura de 37°C.

En particular, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado de acuerdo
con la invencion, incluyendo cualquier anticuerpo equivalente funcionalmente o
partes funcionales del mismo se une al péptido amiloide AB1.422 monomérico y/o AP
polimérico soluble que comprende una pluralidad de dichas unidades
monomeéricas de AB:.42 Y, mediante la co-incubacion con el péptido amiloide AB1-42
monomeérico y/o AB polimérico soluble que comprende una pluralidad de dichas
unidades monomeérica de dicho AB;.42 inhibe la agregacion de los AB monomeros

y/o polimeros a fibrillas poliméricas de alto peso molecular.

En una realizacion, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado de
acuerdo con la invencién incluyendo cualquier anticuerpo equivalente
funcionalmente o partes funcionales del mismo, inhibe la agregacién de los Ap
monomeros y/o AP polimeros solubles que comprenden una pluralidad de dichas
unidades monoméricas de AP a fibrillas poliméricas de alto peso molecular
mediante por lo menos 50%, particularmente mediante por o menos 60%,
particularmente mediante por lo menos 65%, mas particularmente mediante por lo
menos 75%, incluso mas particularmente mediante por lo menos 80%, pero
especialmente mediante por lo menos 85%-90%, 0 mas en comparacion con los
mondmeros del péptido amiloide respectivos incubados en amortiguador (control),
a una razén de concentracion molar del anticuerpo ABi:.4, de hasta 1:1000,
particularmente a una razon de concentracion molar entre 1:10 y 1:100, pero

especialmente a una razén de concentracion molar de 1:10.
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En una realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo, particularmente el
anticuerpo humanizado de acuerdo con la invencion que incluye cualquier
anticuerpo equivalente funcionalmente o partes funcionales del mismo inhibe la
agregacion de AP mondémeros y/o Ap polimeros solubles que comprenden una
pluralidad de dichas Ap unidades monomeéricas a fibrillas poliméricas de alto peso
molecular mediante por lo menos 30% a una razon de concentracion molar de

anticuerpo a AB1.42 de 1:100.

En otra realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo, particularmente el
anticuerpo humanizado de acuerdo con la invencidbn que incluye cualquier
anticuerpo equivalente funcionalmente o partes funcionales del mismo inhibe la
agregacion de Ap mondémeros y/o AP polimeros solubles que comprenden una
pluralidad de dichas unidades monoméricas de Ap a fibrillas poliméricas de alto
peso molecular mediante por lo menos 80% a una razon de concentracion molar

de anticuerpo a AB1.42 de 1:10.

La union de los anticuerpos de acuerdo con la invencion y como se describe aqui
a péptidos monomericos y/o poliméricos amiloidogénicos pero, particularmente, a
la forma amiloide (1-42) lleva a la inhibicion de la agregacion de péptidos
monomeéricos y/o poliméricos amiloidogénicos a fibrillas o filamentos de alto peso
molecular. A través de la inhibicion de la agregacion de péptidos monoméricos y/o
poliméricos amiloidogénicos los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion
son capaces de prevenir o retardar la formacion de placas amiloides,
particularmente la forma amiloide (1-42), la cual es conocida al convertirse
insoluble mediante el cambio de la conformacion secundaria y que es la parte
mayoritaria de las placas amiloides en los cerebros de animales o humanos

enfermos.

El potencial de inhibicibn de agregacion del anticuerpo de acuerdo con la
invenciéon se puede determinar mediante cualquier método apropiado conocido en
el arte, particularmente mediante ultracentrifugacion por gradiente de densidad
seguida por analisis de sedimentacion con SDS-PAGE sobre un gradiente
preestablecido y/o mediante un ensayo con tioflavina T (Th-T) fluorescente.

En una realizacion, la invencion se refiere a un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo humanizado como se describe aqui, que incluye cualquier anticuerpo

equivalente funcionalmente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo,
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mediante incubacion, particularmente a una razén de concentracibn molar de
entre 1:5 y 1:1000, particularmente de entre 1:10 y 1:500, mas particularmente a
una razon de 1:10 a 1:300, incluso mas particularmente a una razon de entre 1:10
y 1:100, con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular
formados mediante la agregacion de péptidos AP monoméricos que tienen al
menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38, incluso
mas particularmente por lo menos 40 residuos de aminoacidos y, pero
especialmente los péptidos monoméricos ABi.42, €s capaz de desagregar las
fibrilas o filamentos poliméricos preformados en por lo menos 20%
particularmente en por lo menos 30%, mas particularmente en por lo menos 35%,
incluso mas particularmente en por lo menos 40%, pero especialmente en por lo

menos 50% 0 mas.

En una realizacion especifica de la invencion, la inhibicion de la agregacion y el
potencial de desagregacion del anticuerpo, respectivamente, se determinan
mediante ultracentrifugacion por gradiente de densidad seguida por analisis de

sedimentacion con SDS-PAGE sobre un gradiente preestablecido.

En otra realizacién especifica de la invencion, la inhibicién de la agregacion y el
potencial de desagregacion del anticuerpo, respectivamente, se determinan

mediante un ensayo con tioflavina T (Th-T) fluorescente.

En otra realizacion especifica, el anticuerpo de acuerdo con la invencién se co-
incuba con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular
amiloides preformados durante 12 horas hasta 36 horas, particularmente durante
18 horas hasta 30 horas, mas particularmente durante 24 horas a una
temperatura entre 28°C y 40°C, particularmente entre 32°C y 38°C, mas
particularmente a 37°C.

En particular, la co-incubacion con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de
alto peso molecular preformados se realiza durante 24 horas a una temperatura
de 37°C.

En una realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo, particularmente el
anticuerpo humanizado de acuerdo con la invencidbn que incluye cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo es capaz

de desagregar las fibrillas o filamentos amiloides poliméricos preformados en por
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lo menos 24% en una razOn de concentracion molar de anticuerpo a Ap1-42 de
1:100.

En otra realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo, particularmente el
anticuerpo humanizado de acuerdo con la invencidbn que incluye cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo es capaz
de desagregar las fibrillas o filamentos amiloides poliméricos preformados en por
lo menos 32% en una razén de concentracion molar de anticuerpo a AB1-42 de
1:10.

Mediante la desagregacion de las fibrillas o filamentos poliméricos
amiloidogénicos los anticuerpos de acuerdo con la presente invencién son
capaces de impedir o disminuir la formacion de placas amiloides que conducen a
un alivio de los sintomas asociados con la enfermedad y un retraso o reversion de

Su avance.

En concordancia, es una realizacion adicional de la invenciébn proveer un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo humanizado que incluye a cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, como se
describe aqui, anticuerpo que es capaz de disminuir la cantidad total de AB en el
cerebro de un animal, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser
humano que padece de una enfermedad o condicibn que conduce a una

concentracion aumentada de AB en el cerebro.

En otra realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo humanizado de
acuerdo con la invencién y como se describe aqui anteriormente, el anticuerpo
gue es bi-efectivo puesto que exhibe una propiedad de inhibicion de la agregacion
ademas de la propiedad de desagregacién, particularmente apareado con un alto

grado de sensibilidad conformacional.

En particular, la invencién se relaciona con un anticuerpo quimérico o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, de acuerdo con la invencion y
como se describe aqui anteriormente, el anticuerpo que mediante co-incubacion
con péptidos amiloides monoméricos y/o poliméricos solubles, particularmente
con péptidos B amiloides monoméricos tales como, por ejemplo, los péptidos AR
monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, o 1-42, y/o un péptido B amiloide polimérico

soluble que comprende una pluralidad de dichas unidades monoméricas AR, pero
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especialmente con un péptido amiloide AB1.422 monomérico y/o un péptido amiloide
AB polimérico soluble, que comprende una pluralidad de dichas unidades AB;.42
monomeéricas, inhibe la agregacion de AR mondémeros en fibrillas o filamentos
amiloides poliméricos de alto peso molecular y, adicionalmente, mediante co-
incubacion con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular
formados mediante la agregacion de péptidos monoméricos, particularmente
péptidos amiloides B monoméricos tales como, por ejemplo, los péptidos
monomeéricos AR 1-39; 1-40, 1-41, o 1-42, pero especialmente péptidos AB1.42
monoméricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos amiloides

poliméricos preformados.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un anticuerpo quimeérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de
acuerdo con la presente invencion y como se describe aqui anteriormente, el
anticuerpo es capaz de inducir una transicion de la conformacién de hoja B hacia
una conformacién de hélice o y/o de enrollamiento al azar, pero particularmente
una conformacion de enrollamiento al azar, incluso mas particularmente una
conformacion de enrollamiento al azar en una localizacion determinada en la
molécula, especialmente en el ambiente de Tyr 10 y Val12 de la proteina AB, que
conduce a un aumento de la conformacién de arrollamiento al azar a expensas de
la conformacion de hoja B y una solubilizacion mejorada de las fibrillas o
filamentos poliméricos amiloides de alto peso molecular preformados. En
particular, la disminucion de la conformacién hoja B llega a por lo menos 30%,
particularmente a por lo menos 35%, y mas particularmente a por lo menos 40% y
mas en comparacion con las fibrillas o filamentos amiloides poliméricos

preformados respectivos incubados en amortiguador (control).

El potencial del anticuerpo para inducir una transicion de la estructura secundaria
se determina por espectroscopia RMN-*C en estado sélido pero, en particular,
por la medicion de las intensidades integrales de las conformaciones de Tyr 10 y
Val 12 CB en el péptido AB1-42.

En una realizacion adicional de la invencion se provee un anticuerpo quimerico o
un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo,
de acuerdo con la presente invencion y como se describe aqui anteriormente, que
comprende al menos una cadena liviana o un fragmento de la misma o por lo

menos una cadena pesada o un fragmento de la misma, en donde dicho
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anticuerpo o fragmento se une a un Ap monoémero con una alta afinidad de union
con Kp en el rango de entre por lo menos 1 x 107 M aproximadamente a por lo
menos 1 x 10™"? M aproximadamente, particularmente de por lo menos 1 x 10° M
aproximadamente a por lo menos 1 x 10™ M aproximadamente, mas
particularmente de por lo menos 1 x 10° M aproximadamente a por lo menos 1 x
10 M aproximadamente, incluso méas particularmente de por lo menos 1 x 10
M aproximadamente a por lo menos por lo menos 2 x 10® M pero,
preferiblemente, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la

proteina precursora de amiloide (APP).

En otra realizaciébn de la invencién se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de
acuerdo con la presente invencion y como se describe aqui anteriormente, que
comprende al menos una cadena liviana o un fragmento de la misma, o por lo
menos una cadena pesada o un fragmento de la misma, en donde dicho
anticuerpo o fragmento se une a una fibra, fibrilla o filamento AB con una alta
afinidad de unién con Kp en el rango de entre por lo menos 1 x 107 M
aproximadamente a por lo menos 1 x 10? M aproximadamente, particularmente
de por lo menos 1 x 10® M aproximadamente a por lo menos 1 x 10 M
aproximadamente, mas particularmente de por lo menos 1 x 10° M
aproximadamente a por lo menos 1 x 10 M aproximadamente, incluso més
particularmente de por lo menos 2 x 10° M aproximadamente a por lo menos por
lo menos 5 x 10° M pero, preferiblemente, no muestra ninguna reactividad

cruzada significativa con la proteina precursora de amiloide (APP).

En otra realizacion, el anticuerpo de acuerdo con la invencion o un fragmento del
mismo, exhibe una afinidad de unién a una fibra, fibrilla o filamento A que es por
lo menos 2 veces, particularmente por lo menos 4 veces, particularmente por lo
menos 10 veces, particularmente por lo menos 15 veces, mas particularmente por
lo menos 20 veces, pero especialmente por lo menos 25 veces mayor que la

afinidad de union a un Ap monémero.

Incluso en otra realizacion, se provee un anticuerpo quimerico o un fragmento del
mismo, o0 un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, como se describe
agui anteriormente, el anticuerpo que se une sustancialmente a Ap ,agregada

incluyendo placas AP, en el mamifero, particularmente el cerebro humano pero
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preferiblemente, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la

proteina precursora de amiloide (APP).

En otro aspecto de la invencion, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo
como se describe aqui anteriormente, el anticuerpo que se une sustancialmente al
amiloide polimérico soluble, particularmente amiloide 3 (Ap), incluyendo Ap
mondmeros, en el mamifero, particularmente el cerebro humano pero,
preferiblemente, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la
proteina precursora de amiloide (APP).

Se provee adicionalmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o
un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, de acuerdo con la presente
invencion y como se describe aqui anteriormente, el anticuerpo que reduce
significativamente la carga de la placa AB en el mamifero, particularmente el
cerebro humano. Esto se puede lograr ya sea mediante la unién del anticuerpo a
la placa o por cambio del equilibrio entre el amiloide, particularmente amiloide
(AB), en su estado insoluble y agregado hacia su forma soluble, desagregando
fibras a formas poli- y monoméricas solubles mediante la induccién de un cambio
en la conformacién y union y estabilizando las formas amiloides desagregadas y
solubilizadas, particularmente formas de amiloide B (AB), en el tejido y/o fluidos
corporales, particularmente el cerebro. Mediante la actividad del anticuerpo de
acuerdo con la invencion, la depuracion periférica y el catabolismo es por
consiguiente favorecido en vez de la deposicién dentro del tejido y/o fluidos
corporales, particularmente el cerebro. El efecto benéfico del anticuerpo de
acuerdo con la invencion puede obtenerse por lo tanto sin la union del anticuerpo

a la placa.

Mediante esta actividad estabilizante, el anticuerpo de acuerdo con la invencién
puede neutralizar los efectos toxicos de la proteina amiloide polimérica y soluble
menos agregada, particularmente la proteina amiloide B (AB), en el tejido y/o
fluidos corporales. En una realizacion especifica de la invencion el anticuerpo de
acuerdo con la invencion puede por consiguiente lograr sus efectos benéficos sin

unirse necesariamente a la amiloide beta agregado en el cerebro.

En un aspecto adicional de la invencion, se provee un anticuerpo humanizado o
un fragmento del mismo, de acuerdo con la presente invencidbn y como se

describe aqui anteriormente, comprende por lo menos una cadena liviana o un
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fragmento de la misma, o por lo menos una cadena pesada o un fragmento de la
misma incorporando por lo menos uno, particularmente dos y mas particularmente
tres regiones CDR obtenidas de un anticuerpo donor de raton, particularmente a
partir del anticuerpo de ratén ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” y hC2 para el
anticuerpo C2 humanizado, a través de la aplicacion) depositado en Diciembre 01
de 2005 con el “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig,
bajo acceso no. DSM ACC2750, en donde dicho anticuerpo o fragmento del
mismo tiene una afinidad con el antigeno AB donde por lo menos 5 veces,
particularmente por lo menos 8 veces, mas particularmente por lo menos 10
veces, pero especialmente por lo menos 15 veces mayor que aquel del anticuerpo
donor de raton.

El anticuerpo de esta invencién puede ser, en una realizacién, un anticuerpo
completo (e.g. con dos cadenas livianas de longitud completa y dos cadenas
pesadas de de longitud completa) de cualquier isétopo y subtipo (e.g. IgM, IgD,
IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgE, IgALl e IgA2); pero especialmente un anticuerpo del
isétopo 1gG4; alternativamente, en otra realizacion, puede ser un fragmento de

union al antigeno (e.g. Faby F(ab"), y Fv) de un anticuerpo completo.

La invencion por consiguiente se relaciona con fragmentos de union al antigeno
de los anticuerpos descritos aqui. En una realizacion de la invencion, el fragmento
se selecciona del grupo que consiste de un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un
fragmento F(ab"),, y un fragmento Fy, incluyendo los productos de una libreria de
expresion de inmunoglobulinas y fragmentos de unién a epitopes de cualquiera de

los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

En otra realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la invencién
se conjuga con polietilenglicol. Incluso en otra realizacion, la region constante del
anticuerpo de la invencién se modifica para reducir por lo menos una funcion
efectora biolégica mediada por una region constante relativa a un anticuerpo no
modificado. Incluso en otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno de la invencion comprende una region Fc que tiene una funcion efectora

alterada.

La invencion se relaciona adicionalmente con una molécula de nucleétido que

comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo quimérico o
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un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo

de acuerdo con la invencion y como se revel6 aqui anteriormente.

En particular, la invencion se relaciona con una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleotidos que codifica un grupo de moléculas de
aminoécido contiguas como se da en la SEC ID No.: 2 y 3, respectivamente, o la
secuencia complementaria, que representa las Regiones Determinantes de
Complementariedad (CDR) 2 y 3 de la Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR).

Mas particularmente, la invencidon se relaciona con una molécula de nucle6tido
gue comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un grupo de moléculas
de aminoacido contiguas como se da en la SEC ID No.: 4, o la secuencia
complementaria, que representa las Regiones Determinantes de
Complementariedad (CDR) 1 de la Regién Variable de Cadena Liviana (LCVR).

En otra realizacion de la invencion se provee una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleoétidos como se da en la SEC ID No.: 18 y SEC
ID No.: 19, o la secuencia complementaria, que codifica la secuencia de
aminoacidos de CDR2 y CDR3, respectivamente, de la Regién Variable de
Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacion de la invencion se provee una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleo6tidos como se da en la SEC ID No.: 20, o la
secuencia complementaria, que codifica la secuencia de nucleétidos de CDR1 de

la Region Variable de Cadena Liviana (LCVR).

En otra realizacion de la invencion se provee una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleotidos como se da en la SEC ID No.: 21, o la

secuencia complementaria, que codifica la region variable de cadena liviana.

En otra realizacion de la invencion se provee una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleo6tidos como se da en la SEC ID No.: 22, o la
secuencia complementaria, que codifica la region variable de cadena liviana

completa incluyendo las secuencias sefal.
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En otra realizacion de la invencion se provee una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de
cadena liviana de SEC ID No.: 22 y la region constante de cadena liviana de SEC
ID No.: 23. La invencién también comprende la hebra complementaria de dicha

molécula de nucledtido.

En otra realizacion de la invencion se provee una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleotidos SEC ID No.: 24 que codifica la region
variable de cadena pesada. La invencién también comprende la hebra
complementaria de dicha molécula de nucledtido.

En otra realizacién de la invencién se provee una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID No.: 25 que codifica la
region variable de cadena pesada completa incluyendo las secuencias sefal. La
invencion también comprende la hebra complementaria de dicha molécula de

nucledtido.

En otra realizacion de la invencion se provee una molécula de nucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de
cadena pesada de SEC ID No.: 25 y la regién constante de cadena pesada de
SEC ID No.: 26. La invencién también comprende la hebra complementaria de

dicha molécula de nucleotido.

La presente invencion también comprende una secuencia de nucleétidos que se
hibrida a una de las secuencias de nucleétidos que codifican para anticuerpos
como se describié anteriormente, de la invencion, particularmente a la hebra
complementaria de la misma, ya sea aislada o como parte de una molécula de

nucledtido mas grande.

En particular, la invencion se relaciona con una secuencia de nucledtidos que se
hibrida bajo las condiciones de hibridacion convencionales, particularmente bajo
condiciones estringentes de hibridacién, a cualquiera de las secuencias de
nucleotidos dadas en las SEC ID No.: 18-26 y 29- 32, particularmente a la hebra

complementaria de la misma.
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En otra realizacibn de la invencion se provee un vector de expresion que
comprende la molécula de acido nucléico de acuerdo con la invencién y como se

menciona aqui anteriormente.

En otra realizacion de la invencion se provee una célula que comprende un vector
de expresién que comprende el &cido nucléico de acuerdo con la invencién y

COMO se menciona aqui anteriormente.

Incluso en otra realizacién, la invencién se relaciona con una composicion que
comprende el anticuerpo de acuerdo con la invencion, pero particularmente un
anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo de acuerdo con la invencion y como se describe aqui antes
de incluir cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o cualquier derivado o
partes funcionales del mismo, en una cantidad terapéuticamente efectiva, en
particular una composicion que es una composicion farmacéutica que comprende

opcionalmente adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion de la invencién, dicha composicién comprende el anticuerpo

en una cantidad terapéuticamente efectiva.

La invencion comprende adicionalmente una mezcla que comprende un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
invencion, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la
invencion y como se describe aqui anteriormente incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o cualquier derivado o partes funcionales del mismo,
en una cantidad terapéuticamente efectiva y, opcionalmente, ademas una
sustancia activa biolégicamente y/o un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente

farmacéuticamente aceptable.

En particular, la invencion se relaciona con una mezcla, en donde la sustancia
biol6gicamente activa es un compuesto usado en la medicacion de amiloidosis,
un grupo de enfermedades y trastornos asociados con proteina amiloide o de tipo

amiloide tal como la proteina AB involucrada en la enfermedad de Alzheimer.

En otra realizacion de la invencion, la otra sustancia o compuesto biolégicamente

activo también puede ser un agente terapéutico que se puede usar en el
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tratamiento de amiloidosis causada por amiloide-p se puede usar en la

medicacion de otros trastornos neurolégicos.

La otra sustancia o compuesto biolégicamente activo puede ejercer su efecto
biolégico mediante un mecanismo igual o similar al del anticuerpo de acuerdo con
la invencién o por un mecanismo de accién no relacionado o por una multiplicidad

de mecanismos de accion relacionados y/o no relacionados.

Generalmente, el otro compuesto biolégicamente activo puede incluir
potenciadores de la transmisidbn neutrénica, farmacos psicoterapéuticos,
inhibidores de acetilcolina esterasa, bloqueadores de los canales de calcio,
aminas biogénicas, tranquilizantes benzodiazepinas, potenciadores de la sintesis,
conservacion o liberacion de acetilcolina, agonistas del receptor post-sinaptico de
acetilcolina, inhibidores de monoamina oxidasa A o B, antagonistas del receptor
de N-metil-D-aspartato glutamato, farmacos antiinflamatorios no esteroides,
antioxidantes y antagonistas del receptor serotonérgico.

Mas particularmente, la invencion se relaciona con una mezcla que comprende
por lo menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en compuestos
efectivos contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes de
metales, inhibidores de la reparacibn de ADN tales como pirenzepina y
metabolitos, acido 3-amino-1-propansulfonico (3APS), 1,3-propandisulfonato
(1,3PDS), activadores de a-secretasa, B- y y—inhibidores de secretasa, proteinas
tau, neurotransmisores, agentes anti-hoja 3, atractores para la depuracion de
amiloide-f3/ agotar componentes celulares, inhibidores de amiloide beta truncada
en el extremo N-terminal incluyendo amiloide beta 3-42, moléculas
antiinflamatorias o inhibidores de colinesterasa (ChEIl) tales como tacrina,
rivastigmina, donepezil, y/o galantamina, agonistas de M1 y otros farmacos
incluyendo cualquier farmaco modificador de amiloide o tau y suplementos
nutritivos, y suplementos nutritivos junto con un anticuerpo de acuerdo con la
presente invencién y, opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

La invencion se relaciona adicionalmente con una mezcla, en donde el compuesto
es un inhibidor de colinesterasa (ChEl), particularmente una mezcla, en donde el
compuesto es uno seleccionado del grupo que consiste en tacrina, rivastigmina,

donepezil, galantamina, niacina y memantina.
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En una realizacion adicional, las mezclas de acuerdo con la invencion pueden
comprender niacina 0 memantina junto con un anticuerpo de acuerdo con la
presente invencion y, opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente

farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion aun de la invencion se proporcionan las mezclas que
comprenden “antipsicéticos atipicos” tales como, por ejemplo clozapina,
ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina para el tratamiento de los
sintomas psicéticos positivos y negativos que incluyen alucinaciones, delirios,
trastornos del pensamiento (manifestado por incoherencia marcada,
descarrilamiento, tangencialidad), y conducta extrafia o desorganizada, ademas
de anhedonia, bloqueo afectivo, apatia y aislamiento social junto con un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
invencion, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, de acuerdo con la
invencion y como se describe aqui y, opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o

excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion especifica de la invencion, las composiciones y mezclas de
acuerdo con la invencion y como se describié aqui anteriormente comprenden el
anticuerpo y la sustancia biolégicamente activa, respectivamente, en una cantidad

terapéuticamente efectiva.

Otros compuestos que se pueden usar en forma adecuada en mezclas en
combinacion con el anticuerpo de acuerdo con la presente invencion estan
descritos en WO 2004/058258 (ver especialmente las paginas 16 y 17) que
incluyen objetivos de farmacos terapéuticos (pagina 36-39), acidos
alcanosulfénico y acidos alcanosulfurico (paginas 39-51), inhibidores de
colinesterasa (paginas 51-56), antagonistas del receptor de NMDA (paginas 56-
58), estrégenos (paginas 58-59), farmacos anti-inflamatorios no esteroides
(paginas 60-61), antioxidantes (paginas 61-62), agonistas del receptor activado
por los proliferadores de peroxisoma (PPAR) (paginas 63-67), agentes reductores
de colesterol (paginas 68-75); inhibidores de amiloide (paginas 75-77), inhibidores
de la formacién de amiloide (paginas 77-78), quelantes de metal (paginas 78-79),
anti-psicoticos y anti-depresivos (paginas 80-82), suplementos nutricionales

(paginas 83-89) y compuestos que aumentan la disponibilidad de las sustancias
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biolégicamente activas del cerebro (ver paginas 89-93) y profarmacos (paginas
93 y 94), tales documentos estan incorporados aqui como referencias.

En otra realizacion, la invencion se relaciona con una mezcla que comprende el
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
invencion, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, o0 un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la
invencion, y como se describe aqui anteriormente y/o la sustancia bioldgicamente

activa en una cantidad terapéuticamente efectiva.

La invencion se relaciona adicionalmente con el uso de un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la invencién, pero
particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, de acuerdo con la invencion y
como se describié aqui anteriormente y/o una parte funcional del mismo y/o una
composicién farmacéutica o una mezcla que comprende dicho anticuerpo, para la
preparacion de un medicamento para tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis,
un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de la placa
amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la
edad tal como enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, trastornos
neuroldgicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD), demencia de cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas de otras
enfermedades que se basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal como
pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld
Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ELA (esclerosis
lateral amiotréfica), diabetes de inicio adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores

endocrinos y otros que incluyen degeneracién macular.

La presente invencion también comprende un método para la preparacion de un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
invencién, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la
invencion y como se describié aqui anteriormente y/o una parte funcional del
mismo y/o una composicion farmacéutica o una mezcla que comprende dicho
anticuerpo y/o una parte funcional del mismo, particularmente en una cantidad

terapéuticamente efectiva, para uso en un método para prevenir, tratar o aliviar
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los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados
con la formacion de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero no
estan limitadas a, trastornos neuroldgicos tales como enfermedad de Alzheimer
(AD) demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa); complejo Parkinson-demencia de
Guam; ademas de otras enfermedades que se basan o estan asociadas con
proteinas de tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis
multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionado con VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de comienzo
adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos y otros que incluyen
degeneracion macular que comprende la formulacibn de un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la invencién, pero
particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con la invencion en

una forma farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion comprende adicionalmente un método para prevenir, tratar
o aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos
asociados con la formacién de placas amiloides que incluye la amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tal como enfermedades que
incluyen, pero no estan limitadas a, trastornos neuroldgicos tal como enfermedad
de Alzheimer (AD), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa); complejo
Parkinson-demencia de Guam; ademas de otras enfermedades que se basan o
estan asociadas con proteinas de tipo amiloide tal como paralisis supranuclear
progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de
Parkinson, demencia relacionado con VIH, ELA (esclerosis lateral amiotrofica),
diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos y
otros que incluyen degeneracion macular, por la administracion de un anticuerpo
y/o una parte funcional del mismo, pero particularmente un anticuerpo
humanizado y/o una parte funcional del mismo, o una composicidon o mezcla que
comprende dicho anticuerpo y/o una parte funcional del mismo, a un animal o a
un ser humano afectado por dicho trastorno que comprende la administracion del

anticuerpo en una cantidad terapéuticamente efectiva.
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También es un objeto de la invencion proveer un método para el tratamiento de la
amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion
de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero no estan
limitadas a, trastornos neuroldgicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD)
particularmente un trastorno o condicién caracterizado por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva mediante administracion a un animal,
particularmente un mamifero o un ser humano, un anticuerpo, particularmente una

composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion y como se describe aqui.

En una realizacién especifica la invencién provee un método para retener o
incrementar la capacidad de memoria cognitiva de un animal, pero,
particularmente, para restaurar la capacidad de memoria cognitiva de un animal,
particularmente un mamifero o un humano, que sufre de deterioro de la memoria
mediante administracion a un animal, particularmente un mamifero o un ser
humano, un anticuerpo, particularmente una composicidn farmacéutica de

acuerdo con la invencién y como se describe aqui anteriormente.

Es un objeto adicional de la invencion proveer una composicion terapéutica y un
meétodo para producir dicha composicién asi como un método para el tratamiento
de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la
formacién de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero no estan
limitadas a, trastornos neuroldgicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD)
particularmente un trastorno o condicion caracterizado por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva, utilizando un anticuerpo de acuerdo con la

invencion como se describe aqui anteriormente.

En particular, la invencion se relaciona con el tratamiento de un animal,
particularmente un mamifero o un humano, que padece una afeccion asociada
con amiloide caracterizada por una pérdida de la capacidad de memoria cognitiva

gue lleva a la retencion de la capacidad de memoria cognitiva.

La invencion se relaciona adicionalmente con un método de diagndstico de una
enfermedad o condicidbn asociada a amiloide en un paciente, que comprende

detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo o un fragmento activo del
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mismo a un epitope de la proteina amiloide en una muestra o in situ, que incluye
los pasos de

(@) poner la muestra o parte del cuerpo o area del cuerpo especifica
gue se sospecha contiene la proteina amiloide en contacto con un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la invencion, pero
particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado, o un fragmento del mismo de acuerdo con la invencién y
como se describid aqui anteriormente, y/o una parte funcional del mismo,
anticuerpo que se une a un epitope de la proteina amiloide;

(b) permitir que el anticuerpo y/o una parte funcional del mismo se una
al antigeno amiloide para formar un complejo inmunoldgico;

(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico y

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con
la presencia o ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte o area

especifica del cuerpo.

También comprende un método para determinar el grado de carga de
placas amiloidogénicas que comprende en un tejido y/o fluidos corporales

(&) obtener una muestra representativa del tejido y/o fluidos corporales
bajo investigacion;

(b)  examinar dicha muestra para determinar la presencia del antigeno
amiloide con un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de
acuerdo con la invencion, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado, o un fragmento del mismo de
acuerdo con la invencion y como se describié aqui anteriormente, y/o una parte
funcional del mismo,

(c) determinar la cantidad de anticuerpo unido al antigeno; y

(d)  calcular la carga total de placas del tejido y/o fluidos corporales.

En particular, la invencion se relaciona con un método para determinar el grado
de carga de placas amiloidogénicas en un tejido y/o fluidos corporales, en donde
la formacion del complejo inmunoldgico en el paso c) se correlaciona con la

presencia o ausencia de la proteina amiloide.

En otra realizacion de la invencion, se provee un kit de ensayo para la deteccion y
diagnéstico de enfermedades y afecciones asociadas con amiloide que

comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo
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con la invencién, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, o un anticuerpo humanizado, o un fragmento del mismo de acuerdo con la
invencion y como se describié aqui anteriormente, y/o una parte funcional del

mismo.

En particular, la invencién se relaciona con un kit de ensayo para la deteccion y
diagnéstico de enfermedades y afecciones asociadas con amiloide que
comprende un recipiente que contiene uno o mas anticuerpos de acuerdo con la
presente invencion, y/o una parte funcional de los mismos, e instrucciones para
utilizar los anticuerpos con el propésito de unirse al la proteina amiloide para
formar un complejo inmunolégico y detectar la formaciébn del complejo
inmunologico de modo que la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se

correlacione con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

En otro aspecto, la invencion provee un anticuerpo que comprende una region
variable como se enuncia en la SEC ID No.: 27, o una variante del mismo. En una

realizacion, una linea celular expresando el anticuerpo.

En otro aspecto, la invenciéon provee un gen de un anticuerpo que comprende una
region variable como se enuncia en la SEC ID No.: 29, o una variante del mismo.

En una realizacion, una linea celular expresando el anticuerpo.

En otro aspecto, la invencién provee un método para desagregar las fibras beta-
amiloides preformadas, que comprende la interaccion de un anticuerpo hC2 con

fibras amiloide-beta preformadas.

En otro aspecto, la invencion provee un anticuerpo humanizado, o un fragmento
del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo protege a las neuronas de la

degradacion inducida por Abeta.

En otro aspecto, la invencion provee un método para prevenir la degradacion
neuronal inducida por Abeta que comprende tratar las neuronas con una cantidad
efectiva de un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con

la revelacion aqui.
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En otro aspecto, la invencién provee el uso de un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, de acuerdo con la descripcidén aqui para la preparacion de
un medicamento para prevenir la degeneracidon neuronal por exposicion al

oligbmero Abeta.

Estos y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién seran
evidentes después de una revision de la siguiente descripcion detallada de la

realizacion descrita y las reivindicaciones anexas.

BREVE DESCRIPCION DE FIGURAS Y SECUENCIAS

Figura 1 (Ejemplo 2): Cassette de Expresion de la region variable de cadena
liviana de ratén del Anticuerpo Quimérico.

Figura 2 (Ejemplo 2): Cassette de Expresion de la region variable de cadena
pesada de raton del Anticuerpo Quimeérico.

Figura 3 (Ejemplo 5.2): Comparacion de la region variable de cadena pesada de
ratdn a la secuencia lineal germinal murina mas cercana

Figura 4 (Ejemplo 8): Actividad de anticuerpos humanizados C2 purificados

Figura 5 (Ejemplo 9): Actividad de union de los anticuerpos producidos mediante
la expresion transiente de construcciones de CDRL2 modificadas de C2 en
conjunto con la cadena quimérica pesada C2, comparada con el anticuerpo
quimérico C2ChVHAF/ChVK, producido mediante transfeccion transiente y el
anticuerpo purificado.

Figura 6 (Ejemplo 11): Resultados del Ensayo de Union Inmunohistoquimica con
anticuerpo quimérico AF y anticuerpo humanizado H4K1.

Figura 7 (Ejemplo 12): Funcionalidad de mC2 sobre las fibras amiloides.

Figura 8 (Ejemplo 12): Afinidad de Union de C2 humanizado en ELISA.

Figura 9 (Ejemplo 14): Conformacion de union especifica de mC2 a diferentes
clases de proteina amiloide. La preparacién de sedimento en la leyenda de esta
figura se refiere a fibras APi-42, la preparacion del sobrenadante se refiere a
mondmeros amiloides.

Figura 10: Secuencias VK de C2 humanizado comparadas con secuencias
murinas y secuencias del aceptor humano DPK15y Jk1.

Figura 11: Secuencias VH de C2 humanizado comparadas con secuencias
murinas y secuencias del aceptor humano DP54 AND Jy6.

Figura 12: ADN completo y secuencia de proteinas de la region variable de
cadena liviana del anticuerpo C2 humanizado, C2HuVK1



10

15

20

25

30

58

Figura 13: ADN completo y secuencia de proteinas de la region constante de
cadena liviana (C kappa humana) del anticuerpo C2 humanizado.

Figura 14: ADN completo y secuencia de proteinas de la region constante de
cadena pesada (IgG4-ser228-pro humana) del anticuerpo C2 humanizado.

Figura 15A-C (Ejemplo 15): Resultados de los Experimentos del Mapeo de
Epitopes

Figura 16 (Ejemplo 13): Resultados de los experimentos de ensayos de
agregacion

Figura 17 (Ejemplo 13): Resultados de los experimentos de ensayos de
desagregacion

Figura 18 (Ejemplo 16); Resultados de los experimentos de neuroagregacion con

anticuerpo humanizado C2.

SEC ID No.: 1: Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena
pesada C2 HuVH AF 4 humanizado (CDR1)

SEC ID No.: 2 Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena
pesada C2 HuVH AF 4 humanizado (CDR2)

SEC ID No.: 3 Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena
pesada C2 HuVH AF 4 humanizado (CDR3)

SECID No.: 4 Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena
liviana C2 HuVK 1 humanizado (CDR1)

SEC ID No.: 5 Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena
liviana C2 HuVK 1 humanizado (CDR2)

SEC ID No.: 6 Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena
liviana C2 HuVK 1 humanizado (CDR3)

SECID No.: 7 Secuencia de aminoacidos de regiéon del epitope 2 Ap
SEC ID No.: 8 Secuencia de aminoacidos de regiéon del epitope 1 Ap
SEC ID No.: 9 Secuencia de aminoacidos de region del epitope 2 AB
modificado

SEC ID No.: 10 Secuencia de aminoacidos de regiéon del epitope 1 Ap

modificado
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SEC ID No.: 11 Secuencia de aminoacidos de regién del epitope modificada
completa

SEC ID No.: 12 Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena

liviana C2 HuVK 1 humanizado

SEC ID No.: 13 Secuencia de aminoacidos de cadena liviana de C2

humanizado

SEC ID No.: 14 Secuencia de aminoacidos de la region constante de cadena

liviana de C2 humanizado

SEC ID No.: 15 Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena
pesada de C2 HuVH AF 4 humanizado

SEC ID No.: 16 Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de C2

humanizado

SEC ID No.: 17 Secuencia de aminoacidos de la region C de la cadena de 1G
GAMMA-4 modificada

SEC ID No.: 18 Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena
pesada CDR2 de C2 HuVH AF 4 humanizado

SEC ID No.: 19 Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena
pesada CDR3 de C2 HuVH AF 4 humanizado

SEC ID No.: 20 Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena
liviana CDR1 de C2 HuVK 1 humanizado

SEC ID No.: 21 Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena

liviana de C2 HuVK 1 humanizado

SEC ID No.: 22 Secuencia de nucledtidos de cadena liviana de C2

humanizado

SEC ID No.: 23 Secuencia de nucledtidos de la region constante de cadena

liviana de C2 humanizado

SEC ID No.: 24 Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena
pesada de C2 HuVH AF 4 humanizado
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SEC ID No.: 25 Secuencia de nucledtidos de cadena pesada de C2

humanizado

SEC ID No.: 26 Secuencia de nucleotidos de cadena pesada de C2
humanizado

SEC ID No.: 27: Secuencia de aminoacidos de la Regién Variable de Cadena

Liviana de C2 de ratdn

SEC ID No.: 28: Secuencia de aminoacidos de la Regién Variable de Cadena

Pesada de C2 de ratdon

SEC ID No.: 29: Secuencia de nucleoétidos de cadena liviana de C2 raton

SEC ID No.: 30: Secuencia de nucledtidos de cadena liviana de C2 de ratén

SECID No.: 31: Secuencia de nucleétidos de la Regién Variable de Cadena

Pesada de C2 de ratdon

SEC ID No.: 32: Secuencia de nucleoétidos de Cadena Pesada de C2 de ratén

DEFINICIONES

Los términos “polipéptido”, “péptido”, y “proteina”, como se usan aqui, son
intercambiables y se definen como una biomolécula compuesta de aminoacidos
unidos por un enlace peptidico.

Los términos "un", "una"y "el" como se usan aqui, se definen como "uno o mas "

e incluyen el plural a menos que el contexto fuera inapropiado.

El Lenguaje “enfermedades y desérdenes que son causadas por o estan
asociadas con proteinas amiloides o de tipo amiloide” incluye, pero no esta
limitada a, enfermedades y trastornos causados por la presencia o actividad de
proteinas de tipo amiloide monomérico, de fibrillas o estado polimérico, o
cualquier combinacion de las tres. Tales enfermedades y trastornos incluyen,
pero no estan limitados a, amiloidosis, tumores endocrinos, y degeneracion

macular.
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El término “amiloidosis” se refiere a un grupo de enfermedades y trastornos
asociados con la formacién de placas amiloides, incluyendo, pero no esta limitado
a, amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad enfermedades
tales como , incluyendo, pero no estan limitadas a , trastornos neuroldgicos tales
como la enfermedad de Alzheimer (AD), incluyendo las enfermedades o
condiciones caracterizadas por una pérdida de la capacidad de memoria
cognitiva, tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (de tipo holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; Otras
enfermedades que se basan o estan asociadas con proteinas de tipo amiloide
tales como la paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad
de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH,
ELA (esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion (IBM),
diabetes de comienzo adulto y amiloidosis cardiaca senil, y varias enfermedades
oculares que incluyen degeneracion macular, neuropatia optica relacionada con

drusen, y deposicion de amiloide-beta debida a cataratas.

Los términos "deteccion” o "detectado” como se usan aqui significan el uso de
técnicas conocidas para la deteccién de moléculas biol6gicas tal como métodos
inmunoquimicos o histolégicos y se refieren a la determinacion en forma
cualitativa o cuantitativa de la presencia o concentracion de la biomolécula en

investigacion.

“Amiloide polimérico soluble” se refiere a mondmeros agregados multiples de
péptidos amiloides, o de péptidos de tipo amiloide, o de péptidos amiloides
truncados o modificados o de otros derivados de los péptidos amiloides, que
forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son solubles en el cuerpo de
mamiferos o seres humanos, mas particularmente en el cerebro, pero
particularmente monémeros agregados multiples de amiloide B (AB) o de péptidos
de amiloide B modificados o truncados (AB) o de derivados de los mismos, los
cuales son solubles en el cuerpo de mamiferos o seres humanos, mas

particularmente en el cerebro.

“B amiloide, AB o amiloide- B” es un término reconocido en el arte y se refiere a
las proteinas y péptidos amiloides B, a la proteina precursora de la B amiloide
(APP), ademas de las modificaciones, fragmentos y cualquiera de los

equivalentes funcionales de los mismos. En particular, por B amiloide, como se
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usa aqui, se entiende cualquier fragmento producido por la escision proteolitica de
APP, pero especialmente los fragmentos que estan involucrados o asociados con
las patologias amiloideas, que incluyen, pero no se limitan a, AB1.3s, AB1-39, APB1-40
, AB1.41 AB142 Y AB143 .

La estructura y secuencias de los péptidos 3 amiloides como se mencioné
anteriormente son bien conocidas por los expertos en el arte y los métodos para
producir dichos péptidos o extraerlos del cerebro y otros tejidos se describen, por
ejemplo, en Glenner y Wong, Biochem Biophys Res Comm129, 885-890 (1984).
Ademas, los péptidos B amiloides estan disponibles comercialmente en varias

formas.

Por “aislada” se entiende una molécula biol6gica libre de por lo menos alguno de

los componentes con los cuales se produce de forma natural.

Los términos "anticuerpo” o “anticuerpos" como se usan aqui son términos
reconocidos en el arte y se entiende que se refieren a las moléculas o fragmentos
activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos, particularmente a
moléculas de inmunoglobulinas y a porciones inmunolégicamente activas de las
moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de
unién que se une especificamente a un antigeno. Una inmunoglobulina es una
proteina que comprende uno o mas polipéptidos sustancialmente codificados por
las regiones génicas constantes de las inmunoglobulinas kappa y lambda, alfa,
gamma, delta, épsilon y mu, asi como miles de regiones genéticas variables de
inmunoglobulinas. Las cadenas livianas se clasifican ya sea como kappa o
lambda. Las cadenas pesadas estan clasificadas como gamma, mu, alfa, delta o
épsilon lo que a su vez define las clases de inmunoglobulinas, 1gG, IgM, IgA, IgD,
e IgE, respectivamente. También se sabe de subclases de cadenas pesadas. Por
ejemplo, las cadenas pesadas de IgG en los seres humanos pueden ser de
cualquier subclase 1gG1, 1gG2, 1gG3 y IgG4. La inmunoglobulina de acuerdo con
la invencion puede ser de cualquier clase (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA y IgY) o
subclase (IgGl, 1gG2, 1gG3, I1gG4, IgAl vy IgA2) de la molécula de

inmunoglobulina.

Como se usa aqui “se une especificamente” en referencia a un anticuerpo,
significa que el anticuerpo se une a su antigenos objetivo con mayor afinidad con

la que lo hace a antigeno (s) estructuralmente diferentes.
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Se sabe que una unidad estructural tipica de inmunoglobulina incluye un
tetrAmero. Cada tetrdmero se compone de dos pares idénticos de cadenas
polipeptidicas, cada par con una cadena “liviana” (aproximadamente de 25 kD) y
una cadena "pesada” (alrededor de 50-70 kD). El extremo N-terminal de cada
cadena define una region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas
aminoacidos principalmente responsables del reconocimiento de antigenos. Los
términos cadena variable liviana (V|) y cadena variable pesada (Vy) se refieren a
estas cadenas livianas y pesadas, respectivamente.

Los anticuerpos existen como anticuerpos intactos en toda su longitud o como
una serie de fragmentos bien caracterizada producida por la digestién con varias
peptidasas o productos quimicos. Por consiguiente, por ejemplo, la pepsina
digiere un anticuerpo bajo los enlaces disulfuro en la region bisagra para producir
F (ab"),, un dimero de Fab el cual en si mismo es una cadena liviana unida a V-
CH1 por un enlace disulfuro. El F(ab'), se puede reducir bajo condiciones
moderadas para romper el enlace disulfuro en la regién bisagra convirtiendo asi el
dimero F(ab'), en un mondmero. EI mondmero Fab' es esencialmente un
fragmento Fab con parte de la regién bisagra (véase, Fundamental Immunology,
W, E, Paul, ed., Raven Press, NY (1993), para una descripcion mas detallada de
otros fragmentos de anticuerpos). Mientras que varios fragmentos de anticuerpos
se definen en términos de la digestibn de un anticuerpo intacto, una persona
versada en la materia notard que cualquiera de una variedad de fragmentos de
anticuerpos se puede sintetizar de novo, ya sea quimicamente o mediante la
utilizacion de la metodologia de ADN recombinante. Por consiguiente, el término
anticuerpo, como se usa aqui también incluye fragmentos de anticuerpos, ya sea
producidos por la modificacion de anticuerpos completos o sintetizados de novo o
anticuerpos y fragmentos obtenidos mediante el uso de metodologias de ADN

recombinante.

Se entiende que “anticuerpos” dentro del alcance de la presente invencion que
incluye anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, quiméricos, de
cadena unica, biespecificos, simianizados, humanos y humanizados ademas de
los fragmentos activos del mismo. Los ejemplos de fragmentos activos de las
moléculas que se unen a antigenos conocidos incluye cadenas liviana y pesada
separadas y los fragmentos Fab, Fab/c, Fv, Fab’ y F(ab'), que incluyen los
productos de una genoteca de expresion de inmunoglobulina Fab y los
fragmentos de union con el epitope de cualquiera de los anticuerpos y los

fragmentos mencionados anteriormente.
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Estos fragmentos activos se pueden derivar de un anticuerpo de la presente
invencion por varias técnicas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se
pueden escindir con una enzima, tal como pepsina, y someter a HPLC de
filtracion en gel. La fraccion apropiada que contiene los fragmentos Fab luego se
puede recoger y concentrar por filtracion de membrana y similares. Para la
descripcion adicional de las técnicas generales para aislamiento de los
fragmentos activos de los anticuerpos, ver por ejemplo, Khaw, B. A. y cols. J.
Nucl. Med. 23:1011-1019 (1982); Rousseaux y cols. Methods Enzymology,
121:663-69, Academic Press, 1986.

Los anticuerpos hechos de forma recombinante pueden ser anticuerpos de
longitud completa convencionales, fragmentos activos de anticuerpos conocidos
por digestion proteolitica, fragmentos activos de anticuerpos unicos tales como Fv
o Fv de cadena sencilla (scFv), anticuerpos eliminados del dominio, y similares.
Un anticuerpo Fv tiene aproximadamente 50kD en tamafio y comprende las
regiones variables de la cadena liviana y pesada. Un polipéptido de Fv de cadena
sencilla (“scFv”) es un heterodimero VH::VL enlazado de forma covalente que se
puede expresar a partir de un acido nucleico que incluye las secuencias que
codifican VH- y VL ya sea unidos directamente o unido mediante un agente
enlazante que codifica para péptidos. Ver Huston, y cols. (1988) Proc. Nat. Acad.
Sci. USA, 85:5879-5883. Una variedad de estructuras para convertir las cadenas
polipeptidicas livianas y pesadas agregadas naturalmente, pero quimicamente
separadas de una region de anticuerpos V en una molécula scFv que se
convertira en una estructura tridimensional sustancialmente similar a la estructura
de un sitio de union al antigeno. Ver e.g. Patentes de EU Nos. 5,091,513,
5,132,405y 4,956,778.

El sitio de combinacién se refiere a la parte de una molécula de anticuerpo que
participa en la unién del antigeno. El sitio de union del antigeno esta formado por
residuos de aminoacido de las regiones variables (“V”) del extremo N-terminal de
las cadenas pesada (“H”) y liviana (“L”). Las regiones variables de anticuerpos
comprenden tres regiones divergentes referidas como “regiones hipervariables” o
“regiones determinantes de complementariedad” (CDRs) que estan ubicadas de
forma alternada entre espacios circundantes mas conservados conocidos como
‘regiones marco” (FR). En una molécula de anticuerpo, las tres regiones
hipervariables de una cadena liviana (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) y las tres
regiones hipervariables de una cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) se
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disponen una en relacién a la otra en el espacio tridimensional para formar una
superficie de union al antigeno o bolsillo. El sitio de combinacion del anticuerpo
representa por lo tanto los aminoacidos que conforman los CDRs de un

anticuerpo y cualquier residuo marco que conforma el bolsillo en el sitio de union.

La identidad de los residuos de aminoacido en un anticuerpo particular que
conforma el sitio de combinacién se puede determinar utilizando métodos bien
conocidos en el arte. Por ejemplo, las CDR de anticuerpos se pueden identificar
mientras que las regiones hipervariables definidas originalmente por Kabat y cols.
(ver “Sequence of Proteins of Immunological Interest” E. Kabat y cols U.S.
Department of Health and Human Services; Johnson, G. y Wu, TT (2001) Kabat
Database and its applications: future directions, nucleic Acids Research, 29: 205-
206; http://immuno.bme.nwa.edu). Las posiciones de las CDR también se pueden
identificar como estructuras del bucle estructural, originalmente descritas por
Chothia y otros (Ver Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196, 901 (1987), Chothia y cols.,
Nature 342, 877 (1989), y Tramontano y cols., J. Mol. Biol. 215, 175 (1990)).
Otros métodos incluyen la “Definicion AbM” que es un compromiso entre Kabat y
Chothia y se deriva utilizando el programa de modelamiento de anticuerpos
Oxford Molecular's AbM (ahora Accelrys) o la “definicion de contacto” de CDR por
Macallum y cols., ("Antibody-antigen interactions: contact analysis and binding site
topography,” J Mol Biol. 1996 Oct 11;262(5):732-45). La siguiente tabla identifica
CDR con base en varias definiciones conocidas.

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto

L1 L24- L34 L24- L34 L24- L34 L30- L36

L2 L50- L56 L50- L56 L50- L56 L46-L55

L3 L89- L97 L89- L97 L89- L97 L89-L96

H1 H31 - H35B H26—H35B  H26—H32.34 H30 —H35B
(Numeracion de Kabat)

H1 H31 — H35 H26—H35 H26—H32 H30 —H35
(Numeracion de Chothia)

H2 H50- H65 H50 -- H58 H52-H56 H47-H58

H3 H95-H102 H95-H102 H95- H102 H93- H101

Las indicaciones generales mediante las cuales se pueden identificar CDR en un

anticuerpo a partir inicamente de la secuencia son las siguientes:
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LCDR1:

Inicio - Aproximadamente residuo 24.

El residuo anterior siempre es una Cys.

El residuo siguiente siempre es un Trp. Tipicamente TRP es seguido de TYR-
GLN, pero también puede ser seguido de LEU-GLN, PHE-GLN, o TYR-LEU.

La longitud es 10 al7 residuos.

LCDR2:

Inicio - 16 residuos después del final de L1.

La secuencia anterior es generalmente ILE-TYR, pero también puede ser VAL-
TYR, ILE-LYS, o ILE-PHE.

La longitud es generalmente 7 residuos.
LCDR3:
Inicio - generalmente 33 residuos después del final de L2.
El residuo anterior es una Cys
La secuencia siguiente es PHE-GLY-X-GLY.
La longitud es 7 a 11 residuos.
HCDR :

Inicio — En aproximadamente el residuo 26 (cuatro residuos después de una CYS)
[Chothia / definicion AbM] definicion Kabat inicia 5 residuos después.

La secuencia anterior es CYS-X-X-X.

Los residuos después son un TRP, tipicamente seguido por VAL, pero también

seguido por ILE, o ALA.

La longitud es 10 a 12 residuos segun la definicion AbM mientras que la definicion

de Chothia excluye los ultimos 4 residuos.

HCDR2:
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Inicio - 15 residuos después del final de la definicién de Kabat /AbM de CDR-H 1.

La secuencia anterior es tipicamente LEU-GLU-TRP-ILE-GLY (SEC ID No.. 1),

pero es posible un grupo de variaciones.

La secuencia siguiente es LYS/ARG-LEU/ILE/VAL/PHE/THR/ALA-
THR/SER/ILE/ALA

La longitud es 16 a 19 residuos segun la definicion de Kabat (la definicibon AbM

termina 7 residuos antes).
HCDR3:

Inicio -33 residuos después del final de CDR-H2 (dos residuos después de una
CYS).

La secuencia anterior es CYS-X-X (Tipicamente CYS-ALA-ARG).
La secuencia siguiente es TRP-GLY-X-GLY.
La longitud es 3 a 25 residuos.

La identidad de los residuos de aminoacido en un anticuerpo particular que estan
fuera de las CDR, pero que de todas maneras hacen parte del sitio de
combinacion teniendo una cadena lateral que es parte de la alineacion del sitio de
combinacion (es decir, estd disponible para el enlace a través del sitio de
combinacion), se puede determinar usando métodos bien conocidos en el arte
tales como modelamiento molecular y cristalografia de rayos X. Ver e.g.,
Riechmann y cols., (1988) Nature, 332:;323-327.

Los anticuerpos quiméricos son aquellos en los que una o mas regiones del
anticuerpo son de una especie animal y una o mas regiones del anticuerpo
forman diferentes especies de animales. Un anticuerpo quimérico preferido es uno
que incluye regiones de una inmunoglobulina de primate. Se entiende tipicamente
un anticuerpo quimeérico para uso clinico humano tiene regiones variables de un
animal no humano, por ejemplo, e.g. un roedor, con las regiones constantes de un
humano. En contraste, un anticuerpo humanizado usa CDR del anticuerpo no
humano con la mayoria o todas las variables regiones marco y todas las regiones
constantes de una inmunoglobulina humana. Un anticuerpo quimérico humano
tiene regiones constantes de cadena pesada humanas y regiones constantes de

cadena liviana humanas con regiones variables tanto de la pesada y liviana que
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vienen de un anticuerpo de roedor. Un anticuerpo quimérico puede incluir algunos
cambios a una secuencia nativa de aminoacidos de regiones constantes humanas
y la secuencia nativa de region variable de roedor. Los anticuerpos quimeéricos y
humanizados se pueden preparar por métodos bien conocidos en el arte
incluyendo aproximaciones a injertos de CDR (ver, e.g., Patentes de EU Nos.
5,843,708; 6,180,370; 5,693,762; 5,585,089; 5,530,101), estrategias de
intercambio de cadena (ver e.g., Patente de EU No. 5,565,332; Rader y cols.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998) 95:8910-8915), estrategias de modelamiento
molecular (Patente de EU No. 5,639,641), y similares.

Un "anticuerpo humanizado” como se usa aqui en el caso de un anticuerpo de
dos cadenas es uno donde por lo menos una cadena esta humanizada. Una
cadena de un anticuerpo humanizado tiene una region variable en donde una o
mas regiones marco son humanas. Un anticuerpo humanizado que es una
cadena sencilla es uno donde la cadena tiene una regién variable donde uno o
mas de las regiones marco son humanas. Las porciones no humanas de la region
variable de la cadena del anticuerpo humanizado o fragmento del mismo se
derivan de una fuente no humana, particularmente un anticuerpo no humano,
tipicamente de origen roedor. La contribucibn no humana al anticuerpo
humanizado se provee tipicamente en forma de al menos una region de CDR que
esta localizada de forma alternada entre las regiones marco derivadas de una (o
mas) inmunoglobulina(s) humana(s). Ademas, los residuos del soporte de la

estructura se pueden alterar para conservar la afinidad de unién.

El anticuerpo humanizado puede comprender adicionalmente regiones constantes
(e.g. por lo menos una regidn constante o porcidon de la misma, en el caso de una
cadena liviana, y preferiblemente tres regiones constantes en el caso de una
cadena pesada). Las regiones constantes de un anticuerpo humanizado, si estan

presentes, generalmente son humanas.

Los métodos para obtener “anticuerpos humanizados” son bien conocidos por los
expertos en el arte. (ver, por ej.,, Queen y cols., Proc. Natl Acad Sci USA,
86:10029-10032 (1989), Hodgson y cols., Bio/Technology, 9:421 (1991)).

Un "anticuerpo humanizado" también se puede obtener mediante un nuevo

método de ingenieria genética que permite la produccién de anticuerpos
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policlonales similares a los humanos de afinidad madura en animales grandes

tales como, por ejemplo, conejos y ratones. (Ver, e.g. Pat de E.U. No. 6,632,976).

El término regién constante (CR) como se usa aqui, se refiere a los genes de
regiones constantes de la inmunoglobulina. Los genes de la regiébn constante
codifican la porciobn de la molécula del anticuerpo que confiere funciones
efectoras. Para anticuerpos quiméricos humanos y anticuerpos humanizados, las
regiones constantes tipicamente no humanas (e.g. murina) se sustituyen con
regiones constantes humanas. Las regiones constantes de los anticuerpos
quiméricos o humanizados objeto se derivan tipicamente de inmunoglobulinas
humanas. La region constante de cadena pesada se puede seleccionar de
cualguiera de los cinco isoOtopos: alfa, delta, épsilon, gamma o mu.
Adicionalmente, las cadenas pesadas de varias subclases (tales como las
subclases IgG de las cadenas pesadas) son responsables de diferentes funciones
efectoras y por consiguiente, por eleccién de la region constante de cadena
pesada, se pueden producir los anticuerpos con la funcion efectora deseada. Las
regiones constantes que se pueden utilizar dentro del alcance de esta invencién
son gamma 1 (IgG1), particularmente una regién Fc del is6topo gamma 1 (IgG1),
gamma 3 (IgG3) y especialmente gamma 4 (IgG4). La regién constante de
cadena liviana puede ser del tipo kappa o lambda, preferiblemente del tipo kappa.
En una realizacion la regién constante de cadena liviana es la cadena constante
kappa humana (Heiter y cols. (1980) Cell 22:197-207) y la cadena constante
pesada es la cadena constante 1IgG4 humana.

El término “anticuerpo monoclonal” también es bien conocido en el arte y se
refiere a un anticuerpo que es producto de una célula que produce anticuerpos
clonados. Los anticuerpos monoclonales se preparan tipicamente por fusién de
una célula B productora de anticuerpos, normalmente de vida corta, a una célula
de crecimiento rapido, tal como una célula cancerosa (algunas veces denominada
célula “inmortal”’). La célula hibrida resultante, o hibridoma, se multiplica

rapidamente, crea un clon que produce el anticuerpo.

Para el propdsito de la presente invencion, se entiende también que “anticuerpo
monoclonal” comprende a los anticuerpos producidos por un clon madre que no

ha alcanzado la monoclonalidad completa.
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Se entiende dentro del alcance de la presente invencion que “anticuerpo
funcionalmente equivalente” se refiere a un anticuerpo que comparte
sustancialmente por lo menos una propiedad funcional principal con un anticuerpo
mencionado anteriormente y descrito aqui que comprende: la especificidad de
union con la proteina amiloide- B, particularmente con la proteina AB142 Y mMas
particularmente con la region epitopica 16-21 de la proteina AB1-42,
iInmunorreactividad in vitro, inhibicion de la agregacion de los monémeros de AB1-
42 en fibrillas poliméricas de alto peso molecular y/o desagregacion de fibrillas
poliméricas ABi.s» preformadas y/o una propiedad anti-hoja B y alivio de los
efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con
la formacién de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero no
estan limitadas, trastornos neuroldgicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD),
demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa); complejo Parkinson-demencia de
Guam; ademas de otras enfermedades que se basan o asocian con proteinas de
tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionado con VIH, ELA (esclerosis lateral amiotrofica), diabetes de comienzo
adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos y otros que incluyen
degeneracion macular, cuando se administra en forma profilactica o terapéutica.
Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase tal como 1gG, IgM, o IgA, etc o
cualquier subclase tal como 1gG1, IgG2a, etc y otras subclases mencionadas
anteriormente aqui o conocidas en el arte pero particularmente de la clase IgG4.
Ademas, los anticuerpos se pueden producir por cualquier método tal como
despliegue en fagos, o producido en cualquier organismo o linea celular, que
incluye bacterias, insecto, mamifero u otro tipo de células o linea celular que
produce anticuerpos con caracteristicas deseadas, tal como los anticuerpos
humanizados. Los anticuerpos también se pueden formar por la combinacion de

una porcion Fab y una region Fc de diferentes especies.

El término “hibridizar” como se usa aqui, se refiere a las condiciones de
hibridacién convencionales, preferiblemente a las condiciones de hibridacion en
las que se usa SSPE 5x, SDS 1% , solucion de Denhardt 1x como solucién y/o
temperaturas de hibridacion entre 35°C y 70°C, preferiblemente 65°C. Después
de la hibridacién, el lavado se realiza preferiblemente primero con SSC 2x, SDS

1% vy posteriormente con SSC 0,2x a temperaturas entre 35°C y 70°C,



10

15

20

25

30

35

71

preferiblemente a 65°C (con respecto a la definicion de SSPE, SSC y solucién de
Denhardts (ver Sambrook y cols. loc. cit.). Las condiciones de hibridacién
estringente como por ejemplo, las descritas en Sambrook y cols, supra, se
prefieren particularmente. Las condiciones de hibridacion estringente
particularmente preferidas estan presentes por ejemplo, si la hibridacion y el
lavado ocurren a 65°C como se indicO anteriormente. Las condiciones de
hibridacién no estringente, por ejemplo con hibridacién y lavado llevado a cabo a

45°C son menos preferidas y a 35°C incluso menos.

La “homologia” entre dos secuencias es determinada por identidad de secuencia.
Si dos secuencias que se comparan entre si difieren en longitud, la identidad de
secuencia preferiblemente se refiere al porcentaje de los residuos de nucleotidos
de la secuencia mas corta que son idénticos con los residuos de la secuencia mas
larga. La identidad de secuencia se puede determinar convencionalmente con el
uso de programas de computacion tales como el programa Bestfit (Wisconsin
Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group,
University Research Park, 575 Science Drive Madison, WI 53711). El Bestfit usa
el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied
Mathematics 2 (1981), 482-489, con el fin de hallar el segmento que tiene la
mayor identidad de secuencia entre dos secuencias. Cuando se usa Bestfit u otro
programa de alineamiento de secuencias para determinar si una secuencia
particular tiene por ejemplo 95% de identidad con un secuencia de referencia de
la presente invencion, los pardmetros preferiblemente se ajustan de modo que el
porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud completa de la secuencia de
referencia y que se permitan las brechas de homologia de hasta 5% del nUmero
total de nucledtidos con la secuencia de referencia. Cuando se usa Bestfit, los
llamados parametros opcionales se dejan preferiblemente en los valores
preestablecidos ("predeterminados"”). Las desviaciones que aparecen en la
comparacion entre una secuencia dada y las secuencias anteriormente descriptas
de la invencion se pueden originar por ejemplo por adicidn, supresion, sustitucion,
insercion o recombinacion. Tal comparacion de secuencia se puede realizar
preferiblemente también con el programa “fasta20u66” (version 2.0u66, setiembre
1998 por William R. Pearson y la University of Virginia; ver también W.R. Pearson
(1990), Methods in Enzymology 183, 63-98, ejemplos anexos Yy
http://lworkbench.sdsc.edu/). Para este propésito se pueden usar los ajustes

parametros "predeterminados”.
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El anticuerpo de acuerdo con la invencién puede ser una inmunoglobulina o
anticuerpo, del que se entiende que tiene sus sitios de union idénticos (si es
multivalente) o, alternativamente, puede ser un anticuerpo “biespecifico” o

“bifuncional”.

Un anticuerpo “biespecifico” o “bifuncional” es un anticuerpo hibrido artificial que
tiene dos pares diferentes de cadena pesadal/liviana. Los anticuerpos
biespecificos se pueden producir mediante una variedad de métodos que incluyen
la fusion de hibridomas o el enlace de fragmentos Fab’. (Ver e.g., Songsivilai &
Lachman, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny y cols, J. Immunol.
148, 1547- 1553 (1992)).

El término “fragmento” se refiere a una parte o porcion de un anticuerpo o cadena
de anticuerpos que comprende menos residuos de aminoacidos que un
anticuerpo o cadena de anticuerpos completa o intacta. Los fragmentos también
se pueden obtener via tratamiento quimico o enzimético de un anticuerpo o
cadena de anticuerpos completa o intacta. Los Fragmentos también se pueden
obtener por medios recombinantes. Los fragmentos ejemplares incluyen
fragmentos Fab, Fab’, F(ab’);, Fabc y/o Fv. El término “fragmento de union al
antigeno” se refiere a un fragmento de polipéptido de una inmunoglobulina o
anticuerpo que se une al antigeno o compite con el anticuerpo intacto (es decir,
con el anticuerpo intacto a partir del cual se derivan) por la unién al antigeno (es

decir, unién especifica).

Los fragmentos de uniébn se producen mediante las técnicas de ADN
recombinante, o mediante escisibn enzimatica o quimica de inmunoglobulinas
intactas. Los fragmentos de unién incluyen Fab, Fab’, F(ab’),, Fabc, Fv, cadenas

sencillas, y anticuerpos de cadena sencilla.

“Fragmento” también se refiere a un péptido o polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos por lo menos 5 residuos contiguos de aminoacidos, por
lo menos 10 residuos contiguos de aminoacidos, por lo menos 15 residuos
contiguos de aminoacidos, por lo menos 20 residuos contiguos de aminoacidos,
por lo menos 25 residuos contiguos de aminoacidos, de por lo menos 40 residuos
contiguos de aminoacidos, por lo menos 50 residuos contiguos de aminoacidos,
por lo menos 60 residuos contiguos de aminoacidos, por lo menos 70 residuos

contiguos de aminoacidos, por lo menos 80 residuos contiguos de aminoacidos,
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por lo menos 90 residuos contiguos de aminoacidos, por lo menos 100 residuos
contiguos de aminoacidos, por lo menos 125 residuos contiguos de aminoacidos,
por lo menos 150 residuos contiguos de aminoacidos, por lo menos 175 residuos
contiguos de aminoécidos, por lo menos 200 residuos contiguos de aminoacidos
0 por lo menos 250 residuos contiguos de aminoacidos de otro polipéptido. En
una realizacion especifica, un fragmento de un polipéptido retiene por lo menos

una funcion del polipéptido.

El término “antigeno” se refiere a una entidad o fragmento del mismo que se
puede unir a un anticuerpo. Un inmundogeno se refiere a un antigeno que puede
inducir una respuesta inmune en un organismo, particularmente un animal, mas
particularmente un mamifero que incluye un ser humano. El término incluye
regiones conocidas como determinantes antigénicos o epitopes que se refieren a
una porcion del antigeno (que es puesto en contacto o que tiene un papel
significativo para soportar un contacto reside en el antigeno responsable de la

antigenicidad o determinantes antigénicos.

Como se usa aqui, el término “soluble” significa parcialmente o completamente

disuelto en una solucién acuosa.

También como se usa aqui, el término "inmunogénico” se refiere a las sustancias
que estimulan o aumentan la produccién de anticuerpos, células T y otras células

inmunes reactivas dirigidas contra un antigeno del inmunogeno.

Una respuesta inmune se produce cuando un individuo produce suficientes
anticuerpos, células T y otras células inmunes reactivas contra composiciones
inmunogénicas administradas en la presente invencion para moderar o aliviar el

trastorno tratado.

El término inmunogenicidad como se usa aqui se refiere a la medida de la
habilidad de un antigeno para estimular una respuesta inmune (humoral o celular)
cuando se administra a un paciente. La presente invencion se relaciona con
aproximaciones que reducen la inmunogenicidad de los anticuerpos quiméricos

humanos o humanizados objeto.
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Un anticuerpo humanizado de inmunogenicidad reducida se refiere a un
anticuerpo humanizado que exhibe inmunogenicidad reducida en relaciéon con el

anticuerpo padre, e.g. el anticuerpo murino.

Un anticuerpo humanizado que retiene sustancialmente las propiedades de union
del anticuerpo padre se refiere a un anticuerpo humanizado que retiene la
habilidad de unirse especificamente al antigeno reconocido por el anticuerpo
padre utilizado para producir dicho anticuerpo humanizado. Preferiblemente el
anticuerpo humanizado exhibira la misma o sustancialmente la misma afinidad de
union al antigeno y avidez que el anticuerpo padre. ldealmente, la afinidad del
anticuerpo no sera menor del 10% de la afinidad del anticuerpo padre, mas
preferiblemente no menor del 30%, y mas preferiblemente la afinidad no sera
menor del 50% del anticuerpo padre. Los métodos para realizar ensayos de
afinidad de union al antigeno son bien conocidos en el arte e incluyen los ensayos
de unibn maxima media, ensayos de competencia y analisis de Scatchard.

Ensayos de union a antigenos apropiados se describen en esta solicitud.

Una “mutacion reversa” es una mutacién introducida en una secuencia de
nucleétidos la cual codifica un anticuerpo humanizado, la mutacién resulta en un
aminoacido que corresponde a un aminoacido en el anticuerpo padre (e.g.,
anticuerpo donor, por ejemplo, un anticuerpo murino). Ciertos residuos marco del
anticuerpo padre se pueden retener durante la humanizacioén de los anticuerpos
de la invencion con el fin de retener sustancialmente las propiedades de unién del
anticuerpo padre, mientras que al mismo tiempo se minimiza la inmunogenicidad
potencial del anticuerpo resultante. En una realizacion de la invencién, el
anticuerpo padre tiene origen de ratén. Por ejemplo, la mutacion reversa cambia
un residuo de un marco humano a un residuo murino padre. Ejemplos de residuos
marco que se pueden mutar de forma reversa incluyen, pero no estan limitados a,
residuos canédnicos, residuos de empaque en la interface, residuos padre
inusuales que estan cercanos al sitio de union, residuos en la “Zona Vernier” (que
forma una plataforma en la que descansan las CDR) (Foote & Winter, 1992, J.
Mol. Biol. 224, 487-499), y aquellos cercanos a CDR H3.

Como se usa aqui, un “cambio conservativo" se refiere a alteraciones que son
sustancialmente neutrales conformacionalmente o antigénicamente, produciendo
cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o
produciendo cambios minimos en los determinantes antigénicos de los

polipéptidos mutantes, respectivamente, en comparacion con la proteina nativa.
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Cuando se refieren a los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de la invencion,
un cambio conservativo significa una sustitucion de aminoacidos que no presta el
anticuerpo capaz de unirse al sujeto receptor. Aquellos versados en la materia
estaran en condiciones para predecir las sustituciones de aminoacido que se
pueden realizar mientras se mantiene una alta probabilidad de ser neutrales
conformacionalmente o antigénicamente. Se provee dicha guia, por ejemplo en
Berzofsky, (1985) Science 229:932-940 y Bowie y cols. (1990) Science 247:1306-
1310. Los factores a considerar, que afectan la probabilidad de mantener la
neutralidad conformacional y antigénica incluyen, pero no estan limitados a: (a) es
menos probable que la sustitucion de aminoéacidos hidrofébicos afecte la
antigenicidad porque es mas probable que los residuos estén localizados en el
interior de una proteina, (b) es menos probable que la sustituciéon de aminoacidos
fisicoquimicamente similares afecte la conformacién porque el aminoacido
sustituido imita estructuralmente al aminoacido nativo; y (c) es menos probable
gue la alteracion de secuencias conservadas evolutivamente afecte adversamente
la conformacion mientras que dicha conservacion sugiere que las secuencias de
aminoacidos pueda tener importancia. Una persona versada en la materia podra
evaluar alteraciones en la conformacion de proteinas utilizando ensayos bien
conocidos, tales como, pero no limitados a métodos de fijacion de
microcomplementos (Wasserman y cols. (1961) J. Immunol. 87:290-295; Levine y
cols. (1967) Meth. Enzymol. 11:928-936) y a través de estudios de unién que usan
anticuerpos monoclonales que dependen de la conformacion (Lewis y cols. (1983)
Biochem. 22:948-954).

Adicionalmente, el término " cantidad efectiva terapéuticamente" se refiere a la
cantidad de anticuerpo que, al administrarse a un ser humano o un animal, que es
suficiente para resultar en un efecto terapéutico en dicho ser humano o animal. La
cantidad efectiva determinada facilmente por una persona versada en la materia

siguiendo procedimientos de rutina.

Como se usa aqui, los términos "tratar," "prevenir," "previniendo," y "prevencion"
se refieren a la prevencion de la recurrencia o inicio de uno o mas sintomas de un
trastorno en un sujeto que resulta en la administracion de un agente profilactico o

terapéutico.
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Construccion de Anticuerpos Humanizados

La presente invencién se puede entender mas facilmente con referencia a la
siguiente descripcion detallada de las realizaciones especificas, incluidas aqui. Si
bien, la presente invencion se ha descripto con referencia a detalles especificos
de ciertas realizaciones de las misma, no se pretende que tales detalles sean

considerados como limitaciones al alcance de la invencion.

La presente invencion provee métodos novedosos y composiciones que
comprenden anticuerpos altamente especificos y altamente efectivos que tienen
la habilidad de reconocer y unirse especificamente a epitopes de un rango de
antigenos B amiloides. Los anticuerpos permitidos mediante la ensefianza de la
presente invencidén son particularmente Utiles para el tratamiento de amiloidosis,
un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de placa
amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la
edad tal como enfermedades que incluyen, pero no estan limitadas a, trastornos
neurolégicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), demencia de cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam, asi como otras
enfermedades que se basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tales como
la paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld
Jacob, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis tipo holandesa,
enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ELA (esclerosis lateral
amiotrdfica), diabetes de comienzo adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores

endocrinos y otras que incluyen degeneracién macular, sélo por nombrar algunas.

Se puede crear una region variable completamente humanizada o reformada de
acuerdo con la presente invencidn dentro del alcance del invencién disefiando
primero una secuencia de aminoacidos de regién variable que contiene CDR no
humanas, particularmente derivadas de roedores, pero especialmente CDR
derivadas de anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” a través de la
solicitud y depositado en Diciembre 01 de 2005 con el “Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder
Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo las condiciones del Tratado de Budapest
bajo acceso no. DSM ACC2750), incluido en las secuencias de marco derivadas
de humano. Las CDR no humanas, particularmente derivadas de roedores, que

se pueden obtener a partir del anticuerpo de acuerdo con la presente invencion,
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proveen la especificidad deseada. En concordancia, estos residuos se incluyen
en el disefio de la regién variable reformada que esencialmente no cambia.
Cualquier modificacion debe restringirse, por consiguiente, a un minimo, y
observada de forma minuciosa para notar cambios en la especificidad y afinidad
del anticuerpo. Por otro lado, los residuos marco en teoria se pueden derivar de

cualquier region variable humana.

Con el fin de crear un anticuerpo reformado que muestra una afinidad aceptable o
incluso mejorada, se deben elegir las secuencias marco humano, que es
igualmente apropiado para crear una region variable reformada y para retener la

afinidad del anticuerpo.

Con el fin de lograr este propdsito, se desarrolld la estrategia “que mejor se
ajusta”. Como se conoce, las secuencias de marco sirven para mantener los CDR
en su orientacion espacial correcta para la interaccién con el antigeno, y que los
residuos marco pueden incluso participar a veces en la union al antigeno, ésta
estrategia es (til para minimizar cambios que pueden afectar negativamente la
estructura tridimensional del anticuerpo mediante derivacién de la secuencia de
marco humano utilizada para reformar anticuerpos a partir de la region variable
humana que es mas homadloga o similar a la no-humana, particularmente la regién
variable derivada de roedor. Esto también maximizara la probabilidad de que la

afinidad se retenga en el anticuerpo reformado.

En su nivel mas simple, la estrategia “que mejor se ajusta” involucra comparar la
region donora V de roedor con todas las secuencias de aminoacidos de la region
V humana, y luego seleccionar la mas homologa para proveer las regiones de
marco aceptor para los ejercicios de humanizacion. En realidad hay varios
factores diversos que se deben considerar, y que pueden influenciar la seleccion
final de las regiones de marco aceptor. Las predicciones de modelamiento
molecular se pueden utilizar en este punto antes de cualquier trabajo experimental
en un intento para maximizar la afinidad del anticuerpo reformado resultante.
Esencialmente, la meta del modelamiento es predecir que residuos marco
humanos clave (si los hay) mas homodlogos se deben dejar como en el roedor

para obtener la mejor afinidad en el anticuerpo reformado.

En una realizacién de la invencion, las CDR se pueden obtener a partir de

anticuerpo monoclonal de ratdn, particularmente a partir de anticuerpo monoclonal
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de raton ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” a través de la solicitud) descrito en la
solicitud también en espera EP 05 02 7092.5 presentado en 12.12.2005, la

revelacion de la cual se incorpora aqui por referencia.

La linea celular de hibridoma FP-12H3-C2, que producen el anticuerpo
monoclonal de ratén ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” y hC2 para el anticuerpo C2
humanizado, a través de la solicitud) se depositaron el 1 de diciembre de 2005 en
la solicitud también en espera EP 05 02 7092.5, con el “Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder
Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo las condiciones del Tratado de Budapest
bajo acceso no. DSM ACC2750.

El anticuerpo de ratdn se puede cultivar contra una construccion antigénica
supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la
secuencia de aminoacidos del péptido amiloide- B, particularmente del péptido B
amiloide AR 115, AR 116, Y AR 1.16(a14), modificado con un fragmento hidrofébico tal
como, por ejemplo, acido palmitico o un fragmento hidrofilico tal como, por
ejemplo, polietilenglicol (PEG) o una combinacion de ambos, en donde los
fragmentos hidrofébico e hidrofilico, respectivamente, estan unidos a cada uno de
los extremos del péptido antigénico a través de al menos uno, particularmente uno
o dos aminoacidos, tales como, por ejemplo, lisina, acido glutamico y cisteina o
cualquier otro aminoacido adecuado o analogo de aminoacido capaz de servir
como dispositivo conector para acoplar los fragmentos hidrofébico e hidrofilico al
fragmento de péptido. Cuando se utiliza PEG como fragmento hidrofilico, el
extremo de PEG libre se enlaza de forma covalente a fosfatidiletanolamina o
cualquier otro compuesto apropiado para funcionar como elemento de anclaje, por

ejemplo, para incluir la construccién antigénica en la bicapa de un liposoma.

En particular, un anticuerpo de ratdon se puede cultivar contra una construccion
antigénica supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde
a la secuencia de aminoacidos del péptido amiloide- B, particularmente del
péptido B amiloide AB 1.16, modificado con un fragmento hidrofilico tal como, por
ejemplo, polietilenglicol (PEG), fragmento hidrofilico que esta unido a cada uno de
los extremos del péptido antigénico a través de al menos uno, particularmente uno
o dos aminoacidos, tales como, por ejemplo, lisina, acido glutamico y cisteina o
cualquier otro aminoacido adecuado o analogo de aminoacido capaz de servir

como dispositivo conector para acoplar los fragmentos hidrofébico e hidrofilico al
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fragmento de péptido. Cuando se utiliza PEG como fragmento hidrofilico, el
extremo de PEG libre se enlaza de forma covalente a fosfatidiletanolamina o
cualquier otro compuesto apropiado para funcionar como elemento de anclaje, por

ejemplo, para incluir la construccién antigénica en la bicapa de un liposoma.

En una realizaciébn de la invencién, se provee un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado, o un fragmento del mismo que
comprende en la region variable al menos una CDR de origen no humano incluida
en una o mas regiones de marco derivadas de humano -o primate- y combinada
con una region constante derivada de un anticuerpo de fuente humana o primate,
cuyo anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado, o un fragmento del mismo es capaz de reconocer y unirse

especificamente y al péptido monomérico amiloide- 3.

Las CDR contienen los residuos que mas probablemente se unen al antigeno y en
el anticuerpo reformado. Las CDR se definen mediante la secuencia de acuerdo
con Kabat y cols., Sequence of Proteins of Immunological Interest, 5th Edition,
The United States Department of Health and Human Services, The United States
Government Printing Office, 1991. Las CDR se encuentran en clases canénicas
(Chothia y cols, 1989 Nature, 342, 877-883) en donde los residuos clave
determinan en gran medida la conformacion estructural del bucle de la CDR.

Estos residuos casi siempre estan retenidos en el anticuerpo reformado.

En el proceso para preparar un anticuerpo humanizado de acuerdo con la
invencion, las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena
liviana y pesada C2 (Vy y Vk) se comparan con las secuencias del anticuerpo del
roedor Vy ¥ Vk en las bases de datos de la NCBI y de Kabat.

El gen germinal de raton que méas se acerca a la C2 Vg es bbl, Locus
MMU231201, (Schable y cols, 1999). Una comparacion revela que dos
aminodcidos difieren de esta secuencia germinal, ambos estan localizados dentro
de la CDRL1. Se pueden encontrar anticuerpos murinos maduros con secuencia
similar, pero no idéntica. Varios tienen CDRL2 y CDRL3 idénticas, pero la CDRL1
de C2 parece ser unica. La comparacion con las secuencias de la linea germinal
humana Vk muestra que los genes del subgrupo VIl son la mejor
correspondencia para C2 Vi (Cox y cols, 1994). Por consiguiente, C2 V, se puede

asignar al subgrupo de la secuencia Kabat MUVKII.
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Puede seleccionarse la DPK 15 junto con la region humana J HuJk1 para proveer

las secuencias marco aceptoras para la Vx humanizada.

Se han definido los residuos en la interface entre las cadenas variables liviana y
pesada (Chothia y cols, 1985 J. Mol. Biol, 186, 651-663). Estdn usualmente
retenidas en el anticuerpo retenido. El Phe en la posicion 87 de C2 Vk de raton es
inusual en la interface, en donde es mas comun una Tyr en el subgrupo VI,
indicando que este residuo marco puede ser importante para la actividad del

anticuerpo. La Tyr 87 esta presente en la C2VK germinal humana y humanizada.

Las secuencias humanizadas de Vi, por consiguiente, se pueden disefiar de
modo tal que la C2HuVKI consiste en CDR C2 Vk con marcos a partir de DPK 15
y Jk1 humana. En una realizacion especifica de la invencion, los residuos murinos
pueden ser sustituidos en la regidn de marco humano en las posiciones
posiciones 45, y/o 87. En la region CDR2 que se puede obtener a partir del
anticuerpo monoclonal de raton, particularmente el anticuerpo murino ACI-01-
Ab7C2, se pueden realizar las sustituciones de amino&cidos en las posiciones de
Kabat 50 y/o 53. El residuo 45 puede estar involucrado para sustentar la
conformacion de las CDR. El residuo 87 esta localizado en la interface de los
dominios Vy y Vk. Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para mantener

la unién del anticuerpo.

El gen germinal de raton que es la mejor correspondencia para C2 Vy AF es
VH7183, Locus AF 120466, (Langdon y cols, 2000). La comparacién con las
secuencias germinales humanas lineales de Vy muestra que los genes del
subgrupo Vulll son la mejor correspondencia para C2 Vy. La C2 Vy AF se puede
asignar al subgrupo de Kabat MuVyllID. La secuencia DP54 junto con la region
humana J HuJy6 se pueden seleccionar para proveer las secuencias marco

aceptoras para la Vy humanizada.

La comparacién muestra que hay nueve diferencias de aminoacidos entre las
secuencias de C2 VH y la secuencia germinal humana aceptora DP54 y J6, en
su mayoria localizada dentro de CDRH2. Se encuentran anticuerpos murinos
maduros con CDRH1 idéntica o similar (un residuo diferente) o con CDRH2
similar (un residuo diferente), pero ninguna con las tres CDR idénticas a C2 Vy
AF. La CDRHS3 del anticuerpo C2 es inusualmente pequefia, consiste solo de tres
residuos. Sin embargo, se encuentran otros anticuerpos en la base de datos con

CDRH3 de esta longitud. El residuo 47 de C2 Vg es Leu en vez del mas comun
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Trp, y el residuo 94 es Ser en vez de la normal Arg, indicando que éstos residuos
marco pueden ser importantes para la actividad del anticuerpo.

Se pueden disefiar varias secuencias de Vy humanizadas. C2HuUVHL1 consiste en
C2 Vy AF CDRs con marcos desde DP54 y HuJy6. En una realizacidén especifica
de la invencion, los residuos murinos se pueden sustituir en la regibn marco
humana residuos en las posiciones 47 0 94 o juntas. El residuo 47 en el marco 2
hace contacto tanto con las CDRs como con el dominio V. El residuo 94 puede
estar involucrado en sustentar la conformacion de las CDR. Por lo tanto, estos

residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de la unioén al anticuerpo.

Se pueden disefar las diferentes regiones HCVR y LCVR, que comprenden las
CDR no humanas que se pueden obtener del anticuerpo donor, por ejemplo, un
anticuerpo murino, incluido en las regiones marco derivadas de humano -0
primate-, nativas o modificadas. La modificacion particularmente puede involucrar
un intercambio de uno o mas residuos de aminoacido dentro de la regién marco
con residuos no humanos, particularmente residuos murinos, mas comunmente
encontrados en esta posicion en los subgrupos respectivos o con residuos que
tengan propiedades similares a aquellos mas cominmente encontrados en esta

posicion en los subgrupos respectivos.

La modificacion de las secuencias de la regiébn marco sirve para mantener las
CDR en su orientacion espacial correcta para la interaccion con el antigeno, y que
los residuos marco a veces pueden participar incluso en la union al antigeno. En
una realizacién de la invenciéon se toman medidas para adaptar adicionalmente
las secuencias marco humanas seleccionadas para hacerlas mas similares a las
secuencias marco de roedores para maximizar la probabilidad de que la afinidad

guede retenida en el anticuerpo reformado.

En concordancia, se pueden sustituir los residuos murinos en la region marco
humano. En particular, los residuos murinos se pueden sustituir en la regién
marco humana de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) en las
posiciones 47 o0 94 o ambas y en la region marco humana de la Region Variable
de Cadena Liviana (LCVR) en las posiciones 45 y/o 87. En la regibn CDR2 que
se obtiene a partir de un anticuerpo monoclonal de ratdén, particularmente el
anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, se pueden realizar las sustituciones de

aminoacidos en las posiciones de Kabat 50 y/o 53.
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Los residuos encontrados en las posiciones indicadas anteriormente en la region
marco humana se pueden intercambiar por residuos murinos mas comdnmente
encontrados en esta posicion en los respectivos subgrupos. En particular, el Trp
en la posicion de Kabat 47 en las regiones marco derivadas de humano -o
primate- de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en la SEC ID
No.: 15 se pueden reemplazar con una Leu o con un residuo de aminoacido que
tiene propiedades similares y la sustitucion del cual lleva a alteraciones que son
neutrales conformacionalmente o antigénicamente, produciendo cambios minimos
en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o produciendo cambios
minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Trp en la posiciéon de
Kabat 47 en la regidbn marco derivado de humano -o primate- de la Region
Variable de Cadena Pesada como se muestra en la SEC ID No.: 15 se puede
reemplazar adicionalmente con un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, particularmente con lle. Se
pueden contemplar sustituciones conservativas alternativas que son neutrales

conformacionalmente y antigénicamente.

La Arg en la posicion de Kabat 94 en la region marco derivada de humano -o
primate- de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en la SEC
ID No.: 15 se puede reemplazar con Ser o con un residuo de aminoacido que
tiene propiedades similares y cuya sustitucién lleva a alteraciones que son
sustancialmente neutrales conformacionalmente o antigénicamente, produciendo
cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o
produciendo cambios minimos en los determinantes antigénicos. En patrticular, la
Arg en la posicion de Kabat 94 en la region marco derivada de humano -o
primate- de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en la SEC

ID No.: 15 se puede reemplazar alternativamente con Thr.

En otra realizacion de la invencion, los dos residuos se pueden reemplazar en el

anticuerpo humanizado.

La GIn en la posicion de Kabat 45 en la region marco derivada de humano -o
primate- de la Region Variable de Cadena Liviana como se muestra en la SEC ID
No.: 12 se puede reemplazar con Lys o con un residuo de aminoacido que tiene
propiedades similares y cuya sustitucion lleva a alteraciones que son
sustancialmente conformacionalmente neutrales o antigénicamente, produciendo
cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o

produciendo cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la
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GIn en la posicibn de Kabat 45 en la regidbn marco derivada de humano -0
primate- de la Region Variable de Cadena Liviana como se muestra en la SEC ID
No.: 12 se puede reemplazar con un aminoacido seleccionado del grupo que

consiste en Arg, GIn, y Asn, particularmente con Arg.

La Leu en la posicion de Kabat 50 en la regiéon marco derivada de humano o
primate de la Region Variable de Cadena Liviana como se muestra en la SEC ID
No.: 12 se puede reemplazar con Lys o con un residuo de aminoacido que tiene
propiedades similares y cuya sustitucion lleva a alteraciones que son
sustancialmente neutrales conformacionalmente o antigénicamente, produciendo
cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o
produciendo cambios minimos en los determinantes antigénicos. En patrticular, la
Leu en la posicion de Kabat 50 en la regién marco derivada de humano -o
primate- de la Region Variable de Cadena Liviana como se muestra en la SEC ID
No.: 12 se puede reemplazar con un aminoacido seleccionado del grupo que

consiste en Arg, GIn, and Asn, particularmente con Arg.

La Asn en la posicion de Kabat 53 en la region marco derivada de humano -o
primate- de la Regién Variable de Cadena Liviana como se muestra en la SEC ID
No.: 12 se puede reemplazar con His and GIn o con un residuo de aminoéacido
que tiene propiedades similares y cuya sustitucion lleva a alteraciones que son
sustancialmente neutrales conformacionalmente o antigénicamente, produciendo
cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o
produciendo cambios minimos en los determinantes antigénicos. En patrticular, la
Asn en la posicion de Kabat 53 en la regiébn marco derivada de humano -o
primate- de la Region Variable de Cadena Liviana como se muestra en la SEC ID
No.: 12 se puede reemplazar con un aminoacido seleccionado del grupo que

consiste en GIn, His, Lys y Arg.

La Tyr en la posicion de Kabat 87 en la regiébn marco derivada de humano -o
primate- de la Regién Variable de Cadena Liviana como se muestra en la SEC ID
No.: 12 se puede reemplazar con Phe o con un residuo de aminoacido residuo
que tiene propiedades similares y cuya sustitucion lleva a alteraciones que son
sustancialmente neutrales conformacionalmente o antigénicamente, produciendo
cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o
produciendo cambios minimos en los determinantes antigénicos. En patrticular, la
Tyr en la posicion de Kabat 87 en la region marco derivada de humano -o primate-
de la Region Variable de Cadena Liviana como se muestra en la SEC ID No.: 12
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se puede reemplazar con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en

Leu, Val, lle, y Ala, particularmente con Leu.

La region variable asi obtenida que comprende al menos una CDR de origen no
humano incluida en una o mas regiones marco derivadas de humano -o primate-
puede combinarse entonces con una region constante derivada de un anticuerpo
humano o primate, particularmente con las regiones humanas constantes IgG4 o
K respectivamente. La region constante 1gG4 se puede modificar por ejemplo,
cambiando Serina en la posicion 228 en la region bisagra a Prolina (HulgG4 Ser-
Pro). Esta mutacion estabiliza el puente disulfuro intercatenario y previene la
formacion de medias moléculas que podria ocurrir en las preparaciones de IgG4
humana nativa. La region constante IgG4 se puede modificar adicionalmente
mediante delecion de la Lys terminal en la posicion 439 asi como se muestra en la
SEC ID No.: 16.

Las regiones variables modificadas se pueden construir mediante el método
conocido en el arte tal como, por ejemplo, solapamiento de recombinacién por
PCR. Los cassettes de expresion para el anticuerpo quimérico, C2 ChVy AF y C2
ChVg, se pueden usar como plantillas para la mutagénesis de las regiones marco
a las secuencias requeridas. Los conjuntos de pares de cebadores mutagénicos
se sintetizan abarcando las regiones a alterar. Los cassettes de expresion de Vy y
Vk humanizadas producidas se pueden clonar en vectores de clonacion
apropiados conocidos en el arte tales como, por ejemplo, pUC19. Después de que
se confirma que la secuencia de ADN es correcta para cada Vy y Vi, los genes de
la regidn V de cadena pesada y liviana se pueden eliminar del vector de clonacion
como cassettes de expresion. Luego éstos se pueden transferir a vectores de
expresion apropiados tales como pSvgpt y pSYhyg que incluyen las regiones

constantes Ser-Pro o k de IgG4 humana, respectivamente.
VECTORES DE EXPRESION

El vector de expresion pSVgpt se basa en pSV.gpt (Mulligan y Berg, 1980) e
incluye el gen de resistencia a ampicilina para seleccion en células bacteriales, el
gen gpt para seleccion en células de mamifero, la region que mejora la
inmunoglobulina murina de cadena pesada, la secuencia genémica que codifica el
gen de regidn constante y las secuencias SV40 poli A. La regién variable de

cadena pesada para la expresion se inserta como un fragmento Hindlll a BamHlI.



10

15

20

25

30

85

El vector de expresién pSVhyg incluye el gen de resistencia a ampicilina para
seleccion en células bacteriales, el gen hyg para seleccion en células de
mamifero, la regidn que mejora la inmunoglobulina murina de cadena pesada, la
secuencia gendmica que codifica la region constante kappa incluyendo el
potenciador kappa y las secuencias SV40 poli A. La regién variable de cadena

pesada para la expresion se inserta como un fragmento Hindlll a BamHlI.

Luego se confirma que la secuencia de ADN es correcta para Vy y Vi

humanizadas en los vectores de expresion.

Para la produccion de anticuerpos, los vectores de expresion de las cadenas
pesada y liviana humanizadas se pueden introducir en lineas celulares de
produccién conocidas en el arte como, por ejemplo, células NSO. La introduccion
de los vectores de expresion se puede lograr mediante la co-transfeccién via
electroporacién o cualquier otra tecnologia de transformacion disponible en el
arte. Las lineas celulares de produccion de anticuerpos se pueden seleccionar y
expandir y los anticuerpos humanizados purificados. Los anticuerpos purificados
se pueden analizar mediante técnicas estandar como SDS-PAGE.

ANTICUERPOS CON AFINIDAD MEJORADA, ESPECIFICA, ESTABLE

La secuencia CDRL2 (“KVSNRFS”) de un anticuerpo de C2 de raton, puede ser
ligeramente modificado sin advertencia afectiva en la actividad de un anticuerpo.
Las sustituciones conservativas pueden ser cambiadas por R o K en la posicion
50y S para N en la posicion 53. Las dos secuencias CDRL2 alternativas son por
lo tanto “RVSNRFS” y “KVSSRFS”, respectivamente. Estos se incorporan en
secuencia de Vg murina con no otros cambios, como C2 VK-R y C2 VK-S,

respectivamente.

La afinidad, especificidad y estabilidad de un anticuerpo de acuerdo con la
invencion descrita aqui anteriormente, por lo tanto puede ser modificada por

cambios de perfil de glicosilacion o el patron del resultado terapéutico realizado.

Para lograr este cambio en el patron de glicosilacion, las células huésped pueden
someterse a ingenieria de tal manera que sean capaces de expresar un rango
preferido de actividad de glicosil transferasa modificadora de glicoproteina, que
incremente oligosacaridos N-enlazados complejos que portan GICNAc bisectante.
Adicionalmente, pueden obtenerse glicoformas modificadas de las

glicoproteinas, por ejemplo anticuerpos, que incluyen moléculas de anticuerpo
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enteras, fragmentos de anticuerpo o proteinas fusiobn que incluyen una region
equivalente a la regién Fc de una inmunoglobulina, que tienen una citotoxicidad

celular mediada por Fc.

Los métodos de obtencion de anticuerpos, los cuales son modificados con un
patron de glicosilacion conocidos como cualificados en el arte y describe, por
ejemplo, en EP1071700, US2005272128, Ferrara y cols (2006) J Biol Chem
281(8), 5032-5036); Ferrata y cols (2006) Biotechnology and Bioengineering
93(5), 851-861.

PREPARACION FARMACEUTICA Y ADMINISTRACION

Los anticuerpos de acuerdo con la invencion, pero particularmente un anticuerpo
monoclonal de acuerdo con la invencion, se pueden preparar en una formulacion
aceptable para uso fisioldégico y pueden comprender un vehiculo, diluyente y/o
excipiente aceptables para uso farmacéutico empleando técnicas conocidas. Por
ejemplo, el anticuerpo de acuerdo con la invencion y como se describio aqui
anteriormente, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, en particular, el anticuerpo monoclonal que incluye
a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, se combina con un vehiculo, diluyente y/o excipiente aceptables para uso
farmacéutico para formar un composicion terapéutica. Los vehiculos, diluyentes
y/o excipientes para usos farmacéutico adecuados son bien conocidos en el arte e
incluyen, por ejemplo, soluciones salinas de amortiguador fosfato, agua,
emulsiones tales como aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes,

soluciones estériles, etc.

La formulacion de la composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se
puede obtener mediante la metodologia estandar conocida por los expertos en el

arte.

Las composiciones de la presente invencién se pueden administrar al sujeto en
forma de un sélido, liquido o aerosol en una dosis efectiva para uso farmacéutico
adecuada. Los ejemplos de composiciones sélidas incluyen pildoras, cremas, y
unidades de dosis implantables. Las pildoras se pueden administrar en forma
oral. Las cremas terapéuticas se pueden administrar de manera topica. Las

unidades de dosis implantables se pueden administrar en forma local, por
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ejemplo, en un sitio del tumor, o se pueden implantar para la liberacion
sistematica de la composicion terapéutica, por ejemplo, en forma subcutanea. Los
ejemplos de composiciones liquidas incluyen formulaciones adaptadas para la
inyeccion intramuscular, subcutanea, intravenosa, intraarterial y las formulaciones
para administracion tépica e intraocular. Los ejemplos de formulaciones en
aerosol incluyen formulaciones inhalatorias para la administracion en los

pulmones.

Las composiciones se pueden administrar por vias estandares de administracion.
En general, la composicion se puede administrar por vias tépica, oral, rectal,
nasal, interdérmica, intraperitoneal, o vias parenterales (por ejemplo, intravenosa,
subcutanea o intramuscular). Ademas, la composicién se puede incorporar en
matrices de liberacién sostenida tal como polimeros biodegradables, los
polimeros se implantan en la vecindad de donde se desea la administracién, por
ejemplo, en el sitio del tumor. EI método incluye la administracion de una dosis
Unica, administracion de dosis repetidas en intervalos de tiempo predeterminados,

y la administracion sostenida para un periodo de tiempo determinado.

Una matriz de liberacién sostenida, como se usa aqui, es una matriz realizada de
materiales, usualmente polimeros los cuales son degradables por hidrélisis
enzimatica o acido/base o por disolucion. Una vez insertada en el cuerpo, la
matriz actia sobre las enzimas y liquidos corporales. La matriz de liberacion
sostenida se elige en forma deseable por materiales biocompatibles tal como
liposomas, polilactidos (acido polilactico), poliglicélido (polimero de &acido
glicdlico), polilactico co-glicélido (copolimeros de acido lactico y acido glicolico),
polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, &cido hialurénico, colageno, sulfato
de condroitin, acidos carboxilicos, acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos,
acidos nucléicos, acidos poliamino, aminoacidos tales como fenilalanina, tirosina,
isoleucina, polinucleétidos, polivinil propileno, polivinilpirrolidona y silicona. Una
matriz biodegradable preferida es una matriz de uno de cualquier polilactido,
poliglicolido o polilactico co-glicolido (co-polimeros de acido lactico y acido

glicdlico).

Es bien sabido por los expertos en el arte pertinente que la dosis de la
composicion dependera de diversos factores tal como, por ejemplo, la condicion
tratada, la composicién particular usada y otros factores clinicos tal como peso,

tamafio, sexo y condiciones de salud general del paciente, area de superficie
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corporal, el compuesto o composicion particular administrado, otros farmacos

administrados en forma concurrente y la via de administracion.

La composicién se puede administrar en combinacién con otras composiciones
que comprenden una sustancia 0 compuesto biolégicamente activo,
particularmente por lo menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste
en compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes
de metales, inhibidores de la reparacion de ADN tal como pirenzepina y
metabolitos, &cido 3-amino-1-propansulfénico (3APS), 1,3-propandisulfonato
(1,3PDS),activadores de a-secretasa, inhibidores de B- y y—secretasa, proteinas
tau, neurotransmisores, agentes anti-hoja [, atractores para depuracion de
amiloide-B / agotar componentes celulares, inhibidores de amiloide beta truncada
en el N terminal incluyendo amiloide beta 3-42 piroglutamada, moléculas
antiinflamatorias o “antipsicoticos atipicos” tales como, por ejemplo clozapina,
ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina o inhibidores de colinesterasa
(ChEIl) tales como tacrina, rivastigmina, donepezil, y/o galantamina, agonistas de
M1 y otros farmacos incluyendo cualquier farmaco modificador de tau o amiloide y
suplementos nutritivos tales como, por ejemplo, vitamina B12, cisteina, un
precursor de acetilcolina, lecitina, colina, Ginkgo biloba, acietil-L-carnitina,
idebenona, propentofilina o un derivado de xantina, junto con un anticuerpo de
acuerdo con la presente invencién y opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente
y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable y procedimientos para el
tratamiento de las enfermedades.

La materia proteinacea farmacéuticamente activa puede estar presente en
cantidades entre 1 ng y 10 mg por dosis. Generalmente, el régimen de
administracién debera ser del rango entre 0,1 uyg y 10 mg del anticuerpo de
acuerdo con la invencion, particularmente del rango 1,0 pg a 1,0 mg, y mas
particularmente en un rango entre 1,0 yg y 100 pg, siendo todos los numeros
individuales incluidos en estos rangos también parte de la invencidon. Si la
administracion se produce mediante la infusion continua, una dosis mas adecuada
puede estar en el rango entre 0,01 ug y 10 mg unidades por kilogramo de peso
corporal por hora siendo todos los niumeros individuales incluidos en estos rangos

también parte de la invencion.

La administracion generalmente sera por via parenteral, por €j., intravenosa. Las

preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y
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emulsiones, acuosas 0 no acuosas, estériles. Los solventes no acuosos incluyen,
sin limitarse a, propilenglicol, polietilenglicol, aceite vegetal tal como aceite de
oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los solventes
acuosos se pueden elegir del grupo que consiste en agua, soluciones
alcohol/acuosa, emulsiones o suspensiones que incluyen medio salino y
amortiguado. Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio,
dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, solucién de Ringer con lactato o
aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen los que ayudan a reponer
liguidos, nutrientes y electrolitos (tal como los basados en dextrosa de Ringer) y
otros. Los conservantes también pueden estar presentes tal como, por ejemplo,

antimicrobianos, anti-oxidantes, agentes quelantes, gases inertes, etc.

La composicion farmacéutica puede comprender también vehiculos proteinaceos
tales como, por ejemplo, albumina sérica o inmunoglobulina particularmente de
origen humano. Otros agentes biologicamente activos pueden estar presentes en
la composicion farmacéutica de la invencién dependiendo del uso a que esta

destinada.

Cuando el blanco de union se encuentra en el cerebro, algunas realizaciones de
la invencién establecen que el anticuerpo o fragmento activo del mismo debe
atravesar la barrera sangre-cerebro. Algunas enfermedades neurodegenerativas
estan asociadas con un incremento en la permeabilidad de la membrana sangre-
cerebro, de tal manera que el anticuerpo o fragmento activo del mismo puede ser
facilmente introducido en el cerebro. Cuando la barrera sangre-cerebro
permanece intacta, existen diversos enfoques en el arte conocido para transportar
moléculas a través de ésta, incluyendo, pero sin limitarse a, métodos fisicos,

métodos basados en lipidos, y métodos basados en receptor y canal.

Los métodos fisicos para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a
través de la membrana sangre-cerebro incluyen, pero no se limitan a, sortear la
barrera sangre-cerebro completamente, o crear aberturas en la barrera sangre-
cerebro. Los métodos para sortear incluyen, pero no se limitan a, inyeccion directa
en el cerebro (ver, e.g., Papanastassiou y cols., Gene Therapy 9: 398 — 406
(2002)) e implantar un dispositivo de entrega en el cerebro (ver por ejemplo Gill y
cols., Nature Med. 9: 589 — 595 (2003); y Gliadel Wafers™, Guildford
Pharmaceutical). Los métodos para crear aberturas en la barrera incluyen, pero

no se limitan a, ultrasonido (ver por ejemplo la Publicacion de Patente US
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2002/0038086), presion osmotica (e.g., mediante administracion de manitol
hipertonico (Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Brain Barrier and its
Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989))), permeabilizacion
mediante, por ejemplo bradiquinina o permeabilizante A-7 (ver, e.g., Las Patentes
US 5,112,596, US 5,268,164, US 5,506,206 y US 5,686,416) y transfeccion de las
neuronas que se encuentran en la barrera sangre-cerebro con vectores que
contienen genes que codifican el anticuerpo o fragmento que se une a antigeno
(ver e.g., la Publicacion de Patente US 2003/0083299).

Los métodos basados en lipidos para transportar el anticuerpo o fragmento activo
del mismo a través de la barrera sangre-cerebro incluyen, pero no se limitan a,
encapsular el anticuerpo o fragmento activo del mismo en liposomas que estan
acoplados a los fragmentos de unién del anticuerpo que se une a los receptores
en el endotelio vascular de la barrera sangre-cerebro (ver e.g., la Publicacién de
la Solicitud de Patente US 20020025313), y recubrir el anticuerpo o fragmento
activo del mismo en particulas de lipoproteina de baja densidad (Ver e.g., la
Publicacion de la Solicitud de Patente US 20040204354) o apolipoproteina E (Ver
e.g., la Publicacién de la Solicitud de Patente US 20040131692).

Los métodos basados en receptor y canal para transportar el anticuerpo o
fragmento activo del mismo a través de la barrera sangre-cerebro incluyen, pero
no se limitan a, usar bloqueadores de glucocorticoides para incrementar la
permeabilidad de la barrera sangre-cerebro (ver, e.g., la Publicacion de las
Solicitudes de Patente US 2002/0065259, 2003/0162695, y 2005/0124533);
activar los canales de potasio (ver, e.g., la Publicacién de la Solicitud de Patente
US 2005/0089473), inhibir los transportadores de farmacos ABC (ver, e.g. la
Publicacién de la solicitud de Patente No. 2003/0073713); recubrir los anticuerpos
con una transferrina y modular la actividad de uno o mas receptores de
transferrina (ver, e.g., la Publicacion de la Solicitud de Patente US 2003/0129186),

y cationizar los anticuerpos (ver.e.g., la Patente US 5,004,697)

DETECCION / DIAGNOSTICO

En una realizacion adicional, la presente invencién proporciona métodos y kits

para la deteccion y diagnéstico de enfermedades o condiciones asociadas con
amiloide. Estos métodos incluyen métodos inmunoldgicos conocidos comunmente
usados para la deteccidén o cuantificacion de sustancias en muestras biolégicas o

en una condicion in situ.



10

15

20

25

30

35

91

El diagnéstico de una enfermedad o condiciébn asociada con amiloide en un
paciente se puede lograr detectando la unién inmunoespecifica de un anticuerpo
monoclonal o de un fragmento activo del mismo con un epitope de la proteina
amiloide en una muestra o in situ, lo que incluye poner en contacto la muestra o
parte corporal o area corporal especifica que se sospecha contiene la proteina
amiloide, con un anticuerpo que se une a un epitope de la proteina amiloide, lo
que le permite al anticuerpo unirse a la proteina amiloide para formar un complejo
inmunologico, detectar la formacién del complejo inmunoldgico y correlacionar la
presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de

la proteina amiloide en la muestra o parte o area corporal especifica.

Las muestras biolégicas que se pueden usar para el diagndstico de una
enfermedad o condicién asociada con amiloide, son, por ejemplo, fluidos tales
como suero, plasma, saliva, secreciones gastricas, mucus, liquido
cefalorraquideo, liquido linfatico y similares o tejido o muestras de células
obtenidas de un organismo tal como tejido neural, cerebral, cardiaco o vascular.
Para determinar la presencia o ausencia de la proteina amiloide en una muestra
se pude usar cualquier inmunoensayo conocido por los expertos en el arte. (Ver
Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory,
N.Y. 1988 555-612) tal como, por ejemplo, ensayos que utilizan métodos de
deteccién indirecta que emplean reactivos secundarios para la deteccion, ELISA 'y
ensayos de inmunoprecipitacion y aglutinaciéon. Una descripcion detallada de
estos ensayos se brinda, por ejemplo, en los documentos WO 96/13590 de
Maertens y Stuyver, Zrein y cols. (1998) y W096/29605.

Para el diagndstico in situ, el anticuerpo o cualquier parte activa y funcional del
mismo se puede administrar al organismo a ser diagnosticado, mediante métodos
conocidos en el arte, tales como, por ejemplo, inyeccién intravenosa, intranasal,
intraperitoneal, intracerebral, intraarterial de modo que se pueda producir una
unidn especifica entre el anticuerpo de acuerdo con la invencidon con una region
epitépica de la proteina amiloide. El complejo anticuerpo/antigeno se puede
detectar mediante una marca unida al anticuerpo o un fragmento funcional del

mismo.

Los inmunoensayos usados en aplicaciones de diagnostico dependen tipicamente
de antigenos marcados, anticuerpos o0 reactivos secundarios para deteccion.

Estas proteinas o reactivos puede marcarse con compuestos generalmente
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conocidos por los expertos en el arte que incluyen enzimas, radiois6topos y
sustancias fluorescentes, luminescentes y cromogénicas que incluyen particulas
coloreadas, tales como oro coloidal y microesferas de latex. De estos, se puede
usar el marcado radiactivo para casi todos los tipos de ensayos y con las mayores
variaciones. Las marcas conjugadas con enzima son particularmente Utiles
cuando se debe evitar la radiactividad o cuando se necesitan resultados rapidos.
Los fluorocromos, si bien requieren equipamiento costoso para uso, proporcionan
un método de deteccidbn muy sensible. Los anticuerpos utiles en estos ensayos
incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y anticuerpos

policlonales de afinidad purificados

De manera alternativa, se puede marcar el anticuerpo de forma indirecta mediante
la reaccion con sustancias marcadas que tienen una afinidad por la
inmunoglobulina, tales como la proteina A o G o segundos anticuerpos. El
anticuerpo se puede conjugar con una segunda sustancia y se puede detectar con
una tercera sustancia marcada que tiene afinidad por la segunda sustancia
conjugada al anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo se puede conjugar con biotina
y el conjugado anticuerpo-biotina se puede detectar usando avidina o
estreptavidina marcadas. De manera similar, el anticuerpo se puede conjugar a un
hapteno y el conjugado anticuerpo-hapteno se puede detectar usando un
anticuerpo anti-hapteno marcado.

Los expertos en el arte sabrdn que estas y otras marcas adecuadas se pueden
emplear de acuerdo con la presente invencion. La union de estas marcas a los
anticuerpos o fragmentos del mismo se pueden lograr empleando técnicas
estdndar comunmente conocidas por los expertos en el arte. Las técnicas tipicas
son descritas por Kennedy, J. H., y cols., 1976 (Clin. Chim. Acta 70:1-31), y
Schurs, A. H. W. M., y cols. 1977 (Clin. Chim Acta 81:1-40). Las técnicas de
acoplamiento mencionadas en esta ultima son el método del glutaraldehido, el
método del peryodato el método de la dimaleimida y otros, los cuales se

incorporan aqui como referencia.

Los inmunoensayos actuales utilizan un método de doble anticuerpo para detectar
la presencia de un analito, donde el anticuerpo es marcado de manera indirecta
por reactividad con un segundo anticuerpo que ha sido marcado con una marca
detectable. ElI segundo anticuerpo es con preferencia uno que se une a los
anticuerpos del animal del cual se deriva el anticuerpo monoclonal. En otras

palabras, si el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de ratén, entonces el
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segundo anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-raton. Para el anticuerpo
monoclonal que se usa en el ensayo que se describe a continuacién, esta marca
es con preferencia una microesfera recubierta con anticuerpo, particularmente
una microesfera magnética. Para el anticuerpo policlonal que se emplea en el
inmunoensayo aqui descrito, la marca es con preferencia una molécula detectable

tal como una sustancia radioactiva, fluorescente o electroquimioluminiscente.

Dentro del alcance de la invencion, también se puede emplear un sistema de
doble anticuerpo alternativo, al que con frecuencia se hace referencia como
sistemas de formato rapido ya que se adaptan a determinaciones rapidas de la
presencia de un analito. El sistema requiere alta afinidad entre el anticuerpo y el
analito. De acuerdo con una realizacion de la presente invencién, la presencia de
la proteina amiloide se determina usando un par de anticuerpos, cada uno
especifico para la proteina amiloide. Uno de dichos pares de anticuerpos se
menciona en la presente memoria como un "anticuerpo detector" y el otro de
dicho par de anticuerpos se menciona en la presente memoria como un
"anticuerpo de captura”. El anticuerpo monoclonal de la presente invencion se
puede usar tanto como anticuerpo de captura como anticuerpo detector. El
anticuerpo monoclonal de la presente invencién se puede usar también como
anticuerpo de captura y anticuerpo detector, juntos en un dnico ensayo. Por
ende, una realizacién de la presente invencion usa el método sandwich del doble
anticuerpo para detectar la proteina amiloide en una muestra de un fluido
biolégico. En este método, el analito (proteina amiloide) se coloca a modo de
sandwich entre el anticuerpo detector y el anticuerpo de captura, siendo el
anticuerpo de captura inmovilizado de manera irreversible en un soporte soélido. El
anticuerpo detector contendria una marca detectable, con el fin de identificar la
presencia del sandwich anticuerpo-analito y de este modo la presencia del analito.

Ejemplos de sustancias en fase soélida incluyen, pero no se limitan a, placas de
microtitulacién, tubos de ensayo de poliestireno, microesferas magnéticas,
plasticas o de vidrio y portaobjetos que son bien conocidos en el campo de
radioinmunoensayo e inmunoensayo de enzima. Los métodos para acoplar
anticuerpos en fases soélidas también son bien conocidos por los expertos en el
arte. Mas recientemente, se han empleado varios materiales porosos como
soportes solidos tales como nylon, nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibras de

vidrio y otros polimeros porosos.
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La presente invencion también se refiere un kit diagndstico para detectar la
proteina amiloide en una muestra biolégica que comprende una composicion
como se definié anteriormente. Adicionalmente, la presente invencion se refiere a
este dltimo kit diagndstico el cual, ademas de una composicion como se definio
anteriormente, también comprende un reactivo de deteccibn como se definio
anteriormente. El término "kit diagndstico” se refiere en general a cualquiera de
los kit diagndésticos conocidos en el arte. Mas especificamente, el ultimo término

se refiere a un kit diagndstico como se describe en Zrein y cols. (1998).

Es otro objeto de la presente invencibn proporcionar nuevas sondas
inmunoldgicas y kits de ensayos para la deteccion y el diagndéstico enfermedades
y condiciones asociadas con amiloide que comprenden anticuerpos de acuerdo
con la presente invencién. Para las sondas inmunoldgicas, los anticuerpos se
unen en forma directa o indirecta a una molécula reportera adecuada, e.g., una
enzima o radionucleido. El kit de ensayo incluye un recipiente que contiene uno o
mas anticuerpos de acuerdo con la presente invencidn e instrucciones para uso
de los anticuerpos con el propdsito de unirse a la proteina amiloide para formar
una complejo inmunoldgico y detectar la formacion del complejo inmunolégico de
modo que la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se correlacione con

la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

EJEMPLOS

Materiales

El desarrollo y preparacion de anticuerpo monoclonal de raton ACI-01-Ab7C2
(denominado “mC2” y hC2 para el anticuerpo C2 humanizado, a lo largo de la
solicitud) se describe en la solicitud copendiente EP 05 02 7092.5 presentada el

12.12.2005, cuya revelacion se incorpora aqui como referencia.

Las células de hibridoma FP-12H3-C2, que producen el anticuerpo monoclonal de
ratbn ACI-01-Ab7C2 (denominado “mC2’y hC2 para el anticuerpo C2
humanizado, a lo largo de la solicitud) se depositaron el 1 de Diciembre de 2005
en la solicitud copendiente EP05027092.5 con el “Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder
Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo las disposiciones del Tratado de Budapest y
se le dio el niumero de acceso DSM ACC2750.
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Las células de hibridoma se cultivaron en Medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino 10% y antibiéticos
(Penicilina/Estreptomicina). Se evalud el isotipo del anticuerpo producido y se

encontré que era IgG2b/kappa de raton, como se esperaba.

Ensayo

Un ELISA de unién a Amiloide Beta proporcion6 una medida confiable de la
potencia de los anticuerpos C2. Anticuerpos de control positivo, anticuerpo FP-
12H3-C2 murino (Genovac Lote No.: AK379/01), y anticuerpo estandar 1560 de
Chemicon (Lote No.: 0508008791).

Seleccidn de las regiones constantes humanas

Dado que el reclutamiento del sistema inmune no es deseable para el candidato
clinico de anticuerpo, la region constante humana seleccionada para la cadena
pesada era lgG4 humana, modificada para cambiar Serina en la posicion 228 en
la region biagra a Prolina (HulgG4 Ser-Pro). Esta mutacion estabiliza el enlace
disulfuro intercadena y previene la formacion de medias moléculas que puede
ocurrir en las preparaciones de 1gG4 humana nativa. Al anticuerpo expresado a
partir de las lineas celulares de produccién también se le habia removido la lisina
terminal. Las secuencias de las regiones constantes humanas HulgG4 Ser-Pro y

Kappa humana son dadas en las SEC ID NO: 17 y 14, respectivamente.

Ejemplo 1 Clonacién y Secuenciacion de las Regiones Variables del
Anticuerpo

El ARN total se prepar6 a partir de células de hibridoma 3 x 10° (un recipiente
T175) usando el mini kit RNeasy de Qiagen (Cat No.: 74104). El ARN se eluy6 en
50uL de agua y se evaluo en un gel de agarosa 1.2%. El medio acondicionado de
las células se retuvo y se usd una muestra para evaluarla en el ensayo de

actividad de anticuerpo.

Los cADNs Vv Vi se prepararon usando transcriptasa reversa con los cebadores
IgG de ratdn y region constante k. Las primeras hebras de cADNs se amplificaron
mediante PCR usando un gran conjunto de cebadores de secuencia sefal. Los
ADNs amplificados se purificaron en gel y se clonaron en el vector pGem® T Easy
(Promega). Se hizo una seleccion en los clones V4 y Vi obtenidos, para los
insertos del tamafo esperado mediante PCR y la secuencia de ADN de los clones

seleccionados se determind mediante secuenciacidon automatizada de ADN. Se
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determinaron las ubicaciones de las regiones determinantes complementarias
(CDR, por sus siglas en inglés) en las secuencias, con referencia a otras
secuencias de anticuerpos (Kabat EA y cols., 1991). A lo largo de esta solicitud,
se usa la convencién de numeracion de Kabat para las regiones variables de
anticuerpo; por lo tanto los niumeros de los residuos puede diferir del nimero

linear estricto.

La secuencia de ADN vy la secuencia de aminoacidos deducida para mC2 Vg se
muestra en las SEC ID No.: 29 y 27, respectivamente. Cuatro clones dieron esta
secuencia productiva idéntica. En varios clones, también se encontré una
secuencia Vg no productiva aberrante que surge de la pareja de fusién de

hibridoma.

Para mC2 Vy, se aislaron dos secuencias productivas diferentes. La secuencia
mC2 Vy AF (ver SEC ID No.: 30) se encontré en un total de 29 clones, con 14
cambios de par de base sencilla en los clones individuales. La secuencia mC2 Vy
B se encontré en un total de 8 clones. Cinco de estos representaron la secuencia
mayoritaria, siendo los ostros 3 clones variaciones de ésta. Es posible que estas
secuencias similares V4B surjan como un artefacto de la amplificacion por PCR.
También se obtuvo una V4 no productiva aberrante a partir del hibridoma C2 y se

atribuye a la union V-D-J defectuosa.

Con el fin de determinar cuél es la mC2 Vy activa correcta, se prepararon dos
anticuerpos quimeéricos con las dos secuencias Vy diferentes, AF y B, combinadas

con mC2 Vk, para evaluar la actividad de anticuerpo correcta.

Ejemplo 2 Construcciéon de los Genes de Anticuerpos Quimeéricos

Un anticuerpo quimérico humano en su forma mas comun consiste de regiones
constantes humanizadas unidas a regiones variables murinas (u otras no
humanas). Un anticuerpo quimérico provee una herramienta muy util, en primera
medida para la confirmacion de que se han identificado las regiones variables
correctas, en segundo lugar, para su uso como un anticuerpo de control en
ensayos de union de antigeno con el mismo efecto o funciones y usando los
mismos reactivos secundarios de deteccion que un anticuerpo humanizado o
producido mediante ingenieria, y también puede ser usado para investigar la
farmacocinética y otras propiedades de las regiones constantes humanas con

referencia al objetivo particular del anticuerpo.
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Se construyeron dos vectores de expresién quiméricos de cadena pesada que
consisten de las regiones variables mC2 Vy B o mC2 Vy AF unidas a la region
constante HulgG4 (Ser-Pro) en el vector de expresion pSVgpt. Este se basa en
pSVzgpt (Mulligan y Berg, 1980) e incluye el gen de resistencia a ampicilina para
la seleccién en células bacterianas, el gen gpt para la seleccion en células de
mamifero, la regién potenciadora de inmunoglobulina murina de cadena pesada,
la secuencia gendmica que codifica el gen de la region constante y las secuencias
SV40 poli A. La regién variable de cadena pesada para la expresion se inserta

como un fragmento Hindlll a BamHI.

Se construy6 un vector quimérico de cadena liviana que consiste de C2 VK unido
a la regidén constante humana C Kappa en el vector de expresion pSVhyg. (Hieter
PA y cols., 1980) el pSVhyg incluye el gen de resistencia a ampicilina para la
seleccién en células bacterianas, el gen hyg para la seleccion en células de
mamifero, la regién potenciadora de inmunoglobulina murina de cadena pesada,
la secuencia gendmica que codifica la regién constante kappa y que incluye las
secuencias SV40 poli A y potenciadora kappa. La regidén variable de cadena

liviana para la expresion se inserta como un fragmento Hindlll a BamHI.

Los cassettes de expresion para las secuencias murinas C2 VH y VK se
construyeron mediante la adicién de la secuencia flanqueadora 5’ incluyendo el
péptido de sefial lider, el intron lider y el promotor de inmunoglobulina murina, y la
secuencia flanqueadora 3’ que incluye el sitio de empalme y la secuencia del
intron, usando los vectores VH-PCR1 y VK-PCR1 como plantillas (Riechmann y
cols., 1988). Se confirmd que la secuencia de ADN era correcta para VH y VK en
los vectores de expresion quiméricos. En las Figuras 1 y 2 se muestran el ADN y
las secuencias de aminoacidos de los genes VH y VK en los cassetes de

expresion.

Ejemplo 3 Expresion de Anticuerpos Quimeéricos

3.1 Expresion en lineas celulares estables

La linea celular huésped para la expresion del anticuerpo era NSO, una no
inmunogobulina que produce mieloma de ratén, obtenida de European Collection
of Animal Cell Cultures, Porton UK (ECACC No 85110503). Los vectores de
expresion de cadena pesada y liviana fueron co-transfectados en células NSO
mediante electroporaciéon. Se seleccionaron las colonias que expresaban el gen

gpt, en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con
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suero fetal bovino (FBS) 10%, acido micofendlico 0.8 ug/mL y xantina 250 ug/mL.
Se hizo una seleccion de los clones de células transfectadas buscando la
produccion del anticuerpo humano mediante ELISA para IgG humana. Se realizo
la expansion de las lineas celulares que secretaban el anticuerpo y las mayores
productoras se seleccionaron y congelaron en nitrégeno liquido. Para cada
anticuerpo, se realiz6 la expansion de las lineas celulares que mas producian en
un medio como el anterior, pero con solo FBS 5%. Los anticuerpos quimeéricos se
purificaron usando Prosep®-A (Bioprocessing Ltd). Para el anticuerpo IgGk
humano, se determindé la concentracion mediante ELISA. Los anticuerpos también

se analizaron mediante SDS-PAGE.

3.2 Expresidn transiente de anticuerpos quiméricos

Para agilizar la evaluacion de los diferentes anticuerpos quiméricos, se uso la
expresion transiente para producir rapidamente pequefias cantidades de
sobrenadante de células conteniendo el anticuerpo recombinante para las
pruebas. Se transfirieron los cassettes de expresion mC2 V4 y Vi a los vectores
basados en pcDNA3.1 (Invitrogen) para la expresion transiente. El vector de
cadena pesada incluia una region constante de IgG humana. El vector de cadena
liviana incluia una region constante kappa humana. Se transfectaron tanto mC2
Vy AF como mC2 Vy B con mC2 Vi en células embrionarias de rifion humano
(HEK 298) con el reactivo Lipofectamina 200 (Invitrogen Cat No.: 11668) de
acuerdo con el protocolo suministrado por el fabricante. Se hizo la recoleccion de
células del medio acondicionado, 3 dias después de la transfeccion. La cantidad
de anticuerpo producido se determind mediante ELISA para el anticuerpo 1gGk

humano.

Ejemplo 4 Actividad de los Anticuerpos Quimeéricos C2

4.1 Actividad de los anticuerpos quiméricos C2 producidos mediante
transfeccion transiente.

Para los dos anticuerpos quimeéricos diferentes, se evaludé la union a Amiloide
Beta en muestras de medio acondicionado de la transfeccion transiente usando
ELISA. Los resultados indican claramente que la secuencia C2 VH AF es la
secuencia correcta. El anticuerpo quimérico C2 Vy AF/C2 Vk se une bien en el
ensayo, pero el C2 Vy B/C2 Vg no muestra ninguna union en lo absoluto. El
anticuerpo de control murino Chemicon 1560 mostré una buena union, pero la

unién mediante el anticuerpo murino purificado C2 suministrado era baja. Debe
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notarse que se usd un anticuerpo secundario diferente para los anticuerpos
murinos con las regiones constantes de raton, en comparacién con los
anticuerpos quimeéricos con regiones constantes humanas, por lo que los
resultados no son directamente comparables. Posteriormente, se encontré que el

medio acondicionado del hibridoma C2 dio un buen resultado en el ensayo.

4.2 Actividad de los anticuerpos quiméricos purificados C2

Los dos anticuerpos C2 quiméricos diferentes se purificaron a partir de lineas
celulares NSO estables como se describi6 y se evaluaron usando ELISA de
Amiloide Beta. Los resultados obtenidos estdn de acuerdo con los resultados
obtenidos con el anticuerpo expresado de manera transiente. El anticuerpo C2
ChVH AF/ChVK se une bien en el ELISA y el anticuerpo C2 ChVH B/ ChVK no se

une en lo absoluto.

Ejemplo 5 Disefio de Genes de Anticuerpo C2 Humanizado
Se compararon las secuencias de aminoacidos de mC2 Vy y Vg con las

secuencias de anticuerpo de roedor Vy y Vi en las bases de datos NCBI y Kabat.

5.1 Region variable de cadena liviana

El gen de linea germinal de ratdbn de mayor similitud a mC2 Vi es bbl, Locus
MMU23120, (Schable y cols., 1999). Solo dos aminoacidos difieren de esta
secuencia de linea germinal, ambos ubicados dentro de la CDRL1. Se encuentran
anticuerpos murinos maduros con secuencia similar, pero no idéntica. Muchos
tienen una CDRL2 idéntica y una CDRL3 idéntica, pero la CDRL1 de mC2 parece
ser Unica. El mC2 Vi puede asignarse al subgrupo Kabat MuVll. La posicién 87
de mC2 Vk es F en vez de Y, que es mas comun en el subgrupo, lo que indica
gue este residuo del marco puede ser importante para la actividad del anticuerpo.
La comparacion con las secuencias Vi de de linea germinal humana muestra que
los genes del subgrupo VIl son la mejor coincidencia para mC2 Vi (Cox y cols.,
1994). Se seleccionaron la secuencia DPK15 junto con la region J humana HuJk1

para proveer las secuencias marco aceptoras para el Vx humanizado.

Se disefiaron cuatro secuencias Vk humanizadas. C2HuVK1 consiste de CDRs
mC2 Vk con marcos de DPK 15 y Jk1 humana. En las versiones 2, 3y 4 se han
sustituido los residuos murinos en el marco en las posiciones 45 u 87 o ambos. El
residuo 45 puede estar involucrado en el soporte de la conformacién de las CDRs.

El residuo 87 se localiza en la interfase de los dominios Vyy V. Por lo tanto,
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estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de la unién a
anticuerpos. Las posiciones y cambios que se han realizado en las regiones
marco de cadena liviana se muestran en la Tabla 6. Una comparacion de las

secuencias humanizadas con la secuencia mC2 V, y con DPK15 y Jk1 humana.

5.2 Region variable de cadena pesada

El gen de linea germinal de raton de mayor similitud a mC2 Vy AF es VH7183,
Locus AF120466, (Langdon y cols., 2000). La comparacion se muestra en la
Figura 3. Nueve aminoacidos difieren de esta secuencia de linea germinal,
estando la mayoria ubicados dentro de la CDR2. Se encuentran anticuerpos
murinos maduros con CDR1 similar (un residuo diferente) o con CDR2 similar (un
residuo diferente), pero ninguno con las tres CDRs idénticas a mC2 Vy AF. La
CDR3 del anticuerpo mC2 es inusualmente corta, consistiendo de solo tres
residuos. Sin embrago, se encuentran otros anticuerpos en la base de datos con
una CDR3 de esta longitud. Puede asignarse mC2 Vy AF al subgrupo Kabat Mu
VullID. El residuo 47 de mC2 V4 es L en vez del W mas comun, y el residuo 94 es
S en lugar del R normal, lo que indica que estos residuos del marco pueden ser
importantes para la actividad del anticuerpo. La comparacion con las secuencias
Vy de linea germinal humana muestra que los genes del subgrupo Vylll son la
mejor coincidencia para mC2 Vy. Se selecciond la secuencia DP54 junto con la
region J humana HuJy6 para proveer las secuencias marco aceptoras para el Vy

humanizado.

Se disefiaron cuatro secuencias Vy humanizadas. C2HuVH1 consiste de CDRs
mC2 Vy AF con marcos de DP54 y HuJy6. En las versiones 2, 3 y 4 se han
sustituido los residuos murinos en el marco en las posiciones 47 6 94 o ambos. El
residuo 47 en el marco 2 hace contacto tanto con las CDRs como con el dominio
Vk. Elresiduo 94 puede estar involucrado en el soporte de la conformacion de las
CDRs. Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de

la union a anticuerpos.

Las posiciones y cambios que se han realizado en las regiones marco de cadena

pesada se muestran en la Tabla 7.

Ejemplo 6. Construccion de Genes de Anticuerpo Humanizado
Las regiones variables se construyeron mediante el método del solapamiento de

la recombinacién por PCR. Los cassettes de expresién para el anticuerpo
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quimérico, C2 Ch V4 AF y C2 Ch Vg, se usaron como plantillas para la
mutagénesis de las regiones marco para las secuencias requeridas. Se
sintetizaron juegos de pares de cebadores mutagénicos que abarcaban las
regiones a ser alteradas. Los cassettes de expresion humanizados Vy y Vi
producidos se clonaron en pUC19 y se confirmd que la secuencia entera de ADN
era correcta para Vy y Vk. Se hizo la escision de los genes modificados de region
V de cadena pesada y liviana a partir de pUC19 como los cassettes de expresion
Hindlll a BamHI. Estos se transfirieron a los vectores de expresion pSVgpt y
pSVhyg los cuales incluyen regiones constantes 1gG4 Ser-Pro o «k
respectivamente, como para los vectores de anticuerpos quiméricos. Se confirmé
gue la secuencia de ADN era correcta para Vy Yy Vx humanizadas en los vectores

de expresion.

Ejemplo 7 Expresion de Anticuerpos Humanizados

7.1 Expresion en lineas celulares estables

Los vectores de expresidon humanizados de cadena pesada y liviana se co-
transfectaron en células NSO mediante electroporacién, como para la expresion
de anticuerpos quiméricos. Las lineas celulares que producen anticuerpos se
seleccionaron y se expandieron y se purificaron los anticuerpos humanizados,
exactamente como para el anticuerpo quimérico. Los anticuerpos purificados se

analizaron mediante SDS-PAGE.

7.2 Expresién transiente de anticuerpos humanizados

Para agilizar la evaluacion de los diferentes constructos humanizados Vy y Vg,
también se transfirieron los cassettes de expresion C2 humanizados Vy y Vi a los
vectores para la expresion transiente descritos en la secciéon 7.2. Los cuatro
constructos humanizados C2 Vi se co-transfectaron con el constructo quimérico
C2 Vy en células HEK 293. De manera similar, se co-transfectaron los cuatro
constructores humanizados C2 Vy con el constructo quimérico C2Vk en células
HEK293. Se hizo la recoleccion de células del medio acondicionado, 3 dias
después de la transfeccion. La cantidad de anticuerpo producido se determiné

mediante ELISA para el anticuerpo IgGx humano.

Ejemplo 8 Actividad de los Anticuerpos Humanizados C2

8.1 Actividad de los anticuerpos humanizados C2 producidos mediante

transfeccidén transiente.
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Se evaluaron muestras de medio acondicionado de la transfeccion transiente
usando ELISA de Amiloide Beta. Los resultados obtenidos indican claramente que
las versiones 2 y 4 de los constructos VH humanizados C2HuUVH AF son
funcionales al ser combinadas con la cadena quimérica de C2 kappa, y son
comparables al anticuerpo quimérico C2 en el ensayo. En contraste, los
anticuerpos que contenian las versiones 1y 3 de C2HuVH AF combinadas con la
cadena quimérica de C2 kappa no mostraron ninguna union en el ensayo. Esto
indica que la sustitucion del residuo murino en la posicion 94 es esencial para la
actividad del anticuerpo. Los anticuerpos que contenian la cadena pesada
quimérica de C2 combinada con las cuatro cadenas de humanizadas de C2 kappa
mostraron todas una buena union, comparable al anticuerpo quimérico en el
ELISA.

8.2 Actividad de los anticuerpos humanizados purificados C2

Se purificaron ocho anticuerpos C2 humanizados diferentes que comprendian
todas las combinaciones de dos cadenas pesadas humanizadas y cuatro cadenas
livianas humanizadas a partir de lineas celulares NSO estables como se describio
y se evaluaron usando ELISA de Amiloide Beta (Figura 4).

Los resultados obtenidos indican claramente que los anticuerpos C2HuUVH 4 se
desempefian mejor en el ensayo que los anticuerpos C2HuVH2. De los
anticuerpos C2 HuVH2, el C2 HuVH2/HuVK3 muestra la mejor actividad de union,
pero ésta es aproximadamente dos veces reducida en comparacién con el
anticuerpo quimérico de control C2 ChVHAF/ChVK. La actividad del C2
HuVH2/HUVK2 es de cuatro a cinco veces reducida en comparacion con el
control. Las actividades de los anticuerpos que comprenden C2HuVH4 con las
cuatro cadenas livianas humanizadas diferentes son similares. Se observa la
mayor actividad para C2HuVH4/HuVK1 y todos los cuatro anticuerpos estan

cercanos al anticuerpo quimérico de control en el ensayo.

Ejemplo 9 Modificaciones a CDRL2

9.1 Diseio de Cadena liviana con CDR 2 modificada

Como se anotdé anteriormente, muchos anticuerpos comparten la misma
secuencia CDRL2 (“KVSNRFS”) del anticuerpo C2. Se decidié evaluar si era
posible modificar levemente CDRL2 sin afectar de manera adversa la actividad
del anticuerpo. Se seleccionaron dos sustituciones conservativas: R por K en la

posicion 50 y S por N en la posicion 53. Las dos secuencias alternativas de
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CDRL2 son por lo tanto “RVSNRFS” y “KVSSRFS”. Estas se incorporaron en la
secuencia Vk murina sin ningun otro cambio, como mC2 VK-R y mC2 VK-S

respectivamente.

9.2 Expresion transiente del anticuerpo modificado CDRL2

Los dos constructos de C2 de cadena liviana con CDRL2 modificado descritos en
la Seccion 11.2.1 se clonaron en el vector de cadena liviana para la expresion
transiente. Cada uno se co-transfectd con el vector quimérico C2 Vy en células
HEK293. Se recolectaron las células en el medio acondicionado, tres dias
después de la transfeccion. Se determiné la cantidad de anticuerpo producido

mediante ELISA para el anticuerpo IgGk.

9.3. Actividad del anticuerpo C2 con CDRL2 modificado

Se evaluaron las muestras de medio acondicionado de la transfeccion transiente
de mC2 Vs con CDRL2 modificado combinado con mC2 Vy en ELISA de
Amiloide Beta (Figura 5). Tanto el anticuerpo VK-R como el VK-S son
comparables al anticuerpo quimérico C2, lo que indica que las modificaciones
individuales al CDRL2 seleccionadas no afectan de manera marcada la actividad

del anticuerpo en el ensayo.

Ejemplo 10 Determinacién de la Afinidad

Para evaluar la afinidad y especificidad de unién de anticuerpos quiméricos (AF) y
humanizados (H4K1; H4K4) de raton (ACI-01-Ab-7-C2), se realiz6 un analisis de
BIACORE.RTM usando mondémeros Yy fibras de amiloide beta 1-42 como antigeno
inmovilizados en un chip CM5. La tecnologia de BIACORE.RTM utiliza cambios
en el indice de refraccion en la capa superficial tras la union del anticuerpo al
antigeno inmovilizado en la capa. La union es detectada mediante resonancia del
plasmoén superficial (SPR, por sus siglas en inglés) de la luz laser que es
refractada desde la superficie. El analisis de la cinética de la sefial de asociacion y
disociacion permite discriminar entre la interaccion especifica y la no especifica.

La concentracion de anticuerpo usada estaba en el rango de 0.05 uM a 1.0 puM.

Tabla 1: Afinidad y especificidad de unién de anticuerpos quiméricos (AF) y
humanizados (H4K1; H4K4) de raton (ACI-01-Ab-7-C2) a mondmeros Y fibras de
amiloide beta 1-42
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Mondémeros Fibras

ka kd (1/s) | KD (M) ka Kd (1/s) | KD (M)
(1/Ms) (2/Ms)

ACI-01-Ab-7-C2 de 1.8 2.7 E-03 15 2.4 9.9E-04 | 4.1 E-08
raton E+04 E-07 E+04

AF Quimérico 4.7 |9.5E-04 | 2E-08 51 |3.3E-04|6.5E-09
E+04 E+04

H4K1 humanizado 5.0 9.5 E-04 1.9 4.9 2.3 E-04 | 4.7 E-09
E+04 E-08 E+04

H4K4 humanizado 25 |44E-04| 138 1.3 |3.0E-04| 2.3 E-09
E+04 E-08 E+05

Ejemplo 11 Ensayo Inmunohistoquimico de Unién

11.1 Secciones de cerebro humano

Se obtuvieron cerebros de pacientes sanos, no dementes pre-AD y AD en la
Universitatsklinik en Bonn tras la aprobacién ética. Se fijaron los cerebros en
formaldehido y se deshidrato la regién del hipocampo, se sumergié en parafina y
se cortaron secciones de 5 um con una microtoma. Se almacenaron las secciones
de parafina a TA hasta el momento de su uso. Para el material fresco, se cortaron
criosecciones de 5 um con un criostato y se almacenaron las secciones a -80°C

hasta su uso.

11.2 Inmunohistoquimica

Las secciones de parafina se desparafinaron y se rehidrataron mediante
portaobjetos de lavado en xileno seguido de etanol 100%, etanol 90% y etanol
70%. La sefal de fondo disminuyé con 30 minutos de incubacion en H,O, 10%,
metanol 10% en agua. La recuperacion de antigeno se obtuvo incubando los
portaobjetos en acido férmico 100% durante 3 minutos. Después de tres lavados
en solucion salina amortiguada con Tris (TBS, pH 7.5), se bloque6 la marcacién
no especifica por incubacién de los portaobjetos durante 2 horas en BSA 10%,
Triton X-100 0.25% en TBS. Después del lavado (3 lavados en TBS), se llevo a
cabo el blogueo de los anticuerpos enddégenos adicionando una IgG anti-humana
no marcada (Biomeda) e incubando los portaobjetos en camaras humedas
durante toda la noche a TA. Después de otros 3 lavados, se adicion6 el
anticuerpo antiamiloide humano principal a los portaobjetos y se incubé otras 24
horas a TA. Después del lavado, se adiciono IgG secundaria antihumana marcada
con fosfatasa alcalina (Sigma) a los portaobjetos y se incubaron durante 2 horas a
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TA. Después del lavado, se desarrollaron los portaobjetos con Rojo Liquido
permanente (Dakocytomation), se lavaron con agua y se secaron con aire antes

de montarlo con medio de montaje permanente (corbitbalsam).

La crioseccion se fijo en metanol durante 30 minutos a -80°C y se disminuy6 la
sefal de fondo adicionando H,O, al metanol frio hasta una concentracion final de
10% e incubandola durante 30 minutos a TA. Después de 3 lavados en solucion
salina amortiguada con Tris (TBS, pH 7.5), se bloqued la marcacion no especifica
mediante una incubacion de luna vecina durante 2 horas en BSA 10%, Triton X
100 0.25% en TBS como se indicO anteriormente y se llevd a cabo el mismo

proceso de tincion mencionado anteriormente.

Las secciones se examinaron con un microscopio Leica DMLB y se fotografiaron
usando una camara Leica DC500 y un software Leica FireCam 1.2.0.

Placas marcadas con anticuerpos humanos A y C de cerebros de pacientes con la

enfermedad AD (Figura 6).

Se marcaron las placas difusas. Adicionalmente, también pueden detectarse las
placas difusas en pacientes con AD no dementes mediante los anticuerpos Ay C.
Se marcé la proteina amiloide en angiopatia amiloide cerebral (CAA) con ambos
anticuerpos y también se detect6é alguna tincién de las neuronas lo que podria
corresponder a amiloide intracelular. No se vi6 ninguna marcacion en los cerebros
control de pacientes saludables. Pueden detectarse las placas en las secciones
de parafina pretratadas con &cido férmico pero no se marcaron las placas en las
secciones de parafina sin pretratamiento con acido férmico y en criosecciones
fijadas en metanol. El anticuerpo B humano no detect6 placas en las secciones de
parafina y el anticuerpo de raton no realizo la tincién de las secciones de parafina

o las criosecciones de cerebros humanos.

Abreviaturas:

A= anticuerpo quimérico de union AF (IgG4) (mmC2ChVHAF)
B
C

anticuerpo quimérico B que no se une (IgG4) (mC2VHB)
anticuerpo humanizado de union H4K1 (IgG4) (HuVH4/HuVK1)

Ratén= anticuerpo de raton ACI-01-Ab-C2 (IgG2b)
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Ejemplo 12: Funcionalidad del mC2 en las fibras amiloideas

12.1 Modificacion de la conformacion de las fibras AB1-42 e iniciacion de la
desagregacion después de la unién del anticuerpo mC2

Con el fin de evaluar el mecanismo por el cual el anticuerpo es capaz de
desagregar fibras preformadas amiloide beta (AB1.42), Se realizé una comparacion
punto a punto del ensayo de Tioflavina-T (Th-T) fluorescente, midiendo la
desagregacion y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en estado solido de U-
13C Tirosina10 y péptido AB1-42 marcado en la Valinal2 analizando la
conformacion secundaria. El anticuerpo mC2 solubilizé el 35,4 % de las fibras
preformadas AB1-42 e indujo simultAneamente un cambio en la conformacién
secundaria de la hoja beta a enrollada aleatoriamente. La reduccién de la
poblacién de la conformacion hoja beta con respecto a la enrollada aleatoriamente
es del orden del 35% y se encuentra por lo tanto en estrecha concordancia con la
gue se mide usando el ensayo de fluorescencia Th-T. Estos datos indican que la
unién del anticuerpo mC2 inicia una transicién de la estructura secundaria, lo que
causa potencialmente una desestabilizacion de la disposicion intermolecular
paralela de las hojas beta que afectan una ruptura de las fibras elongadas en

fragmentos mas pequefios.

12.2 Afinidad de union dependiente de la conformacién del anticuerpo m C2

Dado que es bien conocido en la bibliografia cientifica que una proporcion de la
energia de unidn anticuerpo-antigeno se puede usar para una modificacion
dependiente de energia de la conformacion de un antigeno (Blond y Goldberg,
1987), se realiz6 un experimento de comparacion de la afinidad de union del
anticuerpo C2 a la proteina ABi.42 total y a un péptido mas pequefio de nueve
aminoacidos de largo que comprende el epitope del anticuerpo (Figura 8). Para
esta comparacion, se analizaron las afinidades del anticuerpo C2 humanizado
mediante ELISA usando péptidos biotinilados que cubren la secuencia completa
de aminoacidos de los epitopes de C2 (producidos por Mimotopes y comprados
en ANAWA Trading SA) y un péptido AB142 completo biotinilado (Bachem). El
analisis se realizd6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Mimotopes).
Como se demuestra en la Figura 8 y en la Tabla 2, el anticuerpo se une con un
36,0% de mayor afinidad al péptido que comprende su epitope especifico
(aminoacidos 13-21 de la secuencia de AB1.42) que a la proteina AB1-42 completa.
En consecuencia, se sugiere que la diferencia de energia de la afinidad de unién
se uso para la transicién con consumo de energia de la conformacién secundaria

de la proteina amiloide para presentar el antigeno en una posicion mas aceptable
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para la interaccion del anticuerpo. Esto puede explicar por qué la afinidad del
anticuerpo es menor para la proteina nativa (la proteina amiloide completa) que

para la subunidad aislada.

Tabla 2
O.D
amiloide Beta 13 - 21 amiloide Beta 1 — 42
hC2 1.225 0.9005
IgG de control 0.171 0.196

Ejemplo 13: Efectos del hC2 anti-amiloide en la agregacién del péptido
amiloide beta 1 - 42

Para evaluar la habilidad del anticuerpo monoclonal humanizado de amiloide beta
anti-humano hC2 para mediar los efectos de desagregacion y anti-agregacion
sobre el amiloide beta (AB) se llevd a cabo un ensayo de espectrofluoresencia con

tioflavina T.

13.1 Ensayo de inhibicibn de agregacion

Se reconstituyd un polvo liofilizado de AB1-42 en hexafluoroisopropanol (HFIP)
hasta una concentracion 1mM. La solucién del péptido se sometié a ultrasonido
durante 15 min a temperatura ambiente, se agitdé durante toda la noche, y se
tomaron alicuotas en tubos de microcentrifuga no siliconados. Posteriormente se
evapor6 el HFIP bajo una corriente de argén. El péptido resultante se secé al
vacio durante 10 min y se almacené a -80°C hasta el momento de usarlo. Para
evaluar la inhibicién de la agregacién de AB1-42 mediada por anticuerpo, se
prediluyo el anticuerpo hC2 en PBS y, en un tubo de incubacién no siliconado, se
preparé una solucion de ensayo que contenia los siguientes componentes:
anticuerpo diluido 3.3 6 0.33 uM, tioflavina T 10 uM, AB1-42 33 uM y DMSO 8.2%.
Por lo tanto, las relaciones molares finales de anticuerpo a AB1-42 eran 1:10 y
1:.100. Adicionalmente, se prepararon soluciones control apropiadas.
Posteriormente se incubaron las soluciones durante 24 hrs a 37°C, y se ley6 la
espectrofluoresencia (unidades de fluoresencia relativas; RFU) en seis replicas en
cajas negras de 384 pozos (Perkin-Elmer) en un espectrofluorometro FluoroCount
de Perkin-Elmer. Posteriormente se midio la espectrofluoresencia y se calculé el

% de desagregacién como se describe mas abajo.
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13.2 Ensayo de desagregacion

Para evaluar la desagregacion de AB1-42 preagregado mediada por anticuerpos,
se prepar6 una solucion 110uM de AB1-42 de bajo peso molecular, preparado
como se describié anteriormente, en DMSO 27% y PBS (1x). Posteriormente se
permitié la agregacion de esa solucion a 37°C durante 24 horas tras lo cual se
adicioné lo siguiente: anticuerpo prediluido 3.3 6 0.33 uM Yy tioflavina T 10 uM.
Esto dio como resultado una relacién molar de 1:10 y 1:100 de anticuerpo a AB1-
42. Se incubo esta solucion durante 24 horas adicionales a 37°C. Posteriormente
se mididé la espectrofluoresencia y se calculé el % de desagregacidbn como se

describe a continuacion.

13.3 Calculo
La inhibicion de la agregacién o desagregacion se expresa como porcentaje
promedio de inhibicion o desagregacion, respectivamente, + error estandar de la

media (SEM) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% de inhibicién = (RFU de control pos — RFU de control neg) — (RFU de muestra
con AB1 — 42 — RFU de muestra sin AB1 — 42) x 100% / (RFU de control pos —
RFU de control neg)

13.4 Resultado
13.4.1 Inhibicion de la agregacion de AB1-42

En la Tabla 3 y en la Figura 16 se muestra la inhibicion de la agregaciéon de AB1-

42 usando el anticuerpo hC2. A una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de
1:100 la inhibicién fue en promedio de 30% (2 experimentos independientes),
mientras que a una relacién molar de 1:10 la inhibicién fue 80% (2 experimentos
independientes, ver Tabla 3).

Tabla 3. Inhibicion de la agregacion de AB1-42 mediada por hC2 a una relacién
molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100y 1:10

Anticuerpo Relacion molar (anticuerpo a AR1-42)
1:100 1:10
hC2 30.0+4.1% 80.4+6.9%

13.4.2 Desagregacion de AB1-42 pre-agregada

En la Tabla 4 y la figura 17 se muestra la desagregacion de AB1-42 pre-agregada
usando el anticuerpo hC2. A una relaciéon molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100
la desagregacion fue en promedio de 24%, mientras que a una relacién molar de

1:10 la desgregacion fue 32% (3 experimentos independientes, ver Tabla 4).
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Tabla 4. Desagregacion de AB1-42 pre-agregada mediada por hC2 a una relaciéon
molar de anticuerpo a Ad1-42 de 1:100y 1:10

Anticuerpo Relacion molar (anticuerpo a AR1-42)
1:100 1:10
hC2 23.9+4.4% 319+£35%

Usando el ensayo de tioflavina T, pueden demostrarse las propiedades
bifuncionales del anticuerpo humanizado anti-AB hC2, a saber, inhibir la
agregacion de AB1-42 en conformaciéon patogénica protofibrilar y adicionalmente
desagregar protofibrilos de AB1-42 preformados. El hC2 inhibio la agregacion de
AB1-42 en 80% a una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:10. Se mostro
que la habilidad del hC2 para desagregar protofibrilos preagregados de AR1-42 a
una relacion molar de 1:10 era 32%.

Ejemplo 14: Union especifica a conformacion del mC2 a diferentes clases
de proteina amiloide

Con el fin de evaluar la especificidad del mC2 a diferentes estadios de la proteina
amiloide polimerizada, monomérica, polimérica soluble y amiloide fibrillar, se
realiz6 un ELISA recubierto con estos diferentes estadios de amiloide-beta
polimérica (Figura 9). Los mondmeros se prepararon de acuerdo con un método
modificado publicado por (Klein, 2002), amiloide beta polimérico soluble, de
acuerdo con (Barghorn y cols., 2005), mientras que las fibras se preformaron
mediante incubacion de amiloide (Bachem, Suiza) con una concentracion final de
1ug/pl en Tris/HCI pH 7,4 a 37°C durante 5 dias seguido de un paso de
centrifugacion (10000 rpm durante 5 minutos). Posteriormente los polimeros de
amiloide se recubrieron en las placas de ELISA con una concentracién final de
55ug/ml y se realizé una prueba de afinidad de uniéon ELISA usando un anticuerpo
monoclonal IgG anti-raton (Jackson) marcado con fosfato alcalino. Como se
demuestra en la Tabla 5, el anticuerpo mC2 se une con mayor afinidad a la
proteina 3 amiloide polimérica soluble que a las fibras y con la menor afinidad a
los monémeros. Estos datos indican que la unién del anticuerpo esta influenciada
por el epitope amiloide y por la conformacion de los diferentes agregados

amiloideos.

Tabla 5 Union especifica a conformaciéon del mC2 a fibras, monémeros, y

oligdmeros amiloideos



10

15

20

25

30

110

mC2 0.D
Ab Conc Oligbmero Fibras Monomeros
(ug/mL)
0.625 2.806 1.620 1.155
0.312 1.724 0.989 0.649
0.156 1.036 0.631 0.397
0.078 0.652 0.499 0.333

Ejemplo 15: Mapeo del epitope del anticuerpo monoclonal hC2 de AC
Immune

El mapeo del epitope del anticuerpo monoclonal humanizado hC2 se realiz6 por
ELISA usando tres genotecas de péptidos diferentes. Una genoteca comprendia
un total de 33 péptidos biotinilados que cubrian la secuencia completa de
aminoéacidos (aa) de AB1-42 (producida por Mimotopes y comprada en ANAWA
Trading SA), la segunda genoteca contiene péptidos biotinilados que usan el
péptido 12 (aal2-20 de AB) proveniente de la primera genoteca de péptidos y
sustituye cada aa de la secuencia por una alanina (ver la Tabla 8 abajo), y la
tercera genoteca contiene los péptidos biotinilados 13, 14, 6 15 (aa 13-21, 14-22
0 15-23 de AB) y sustituyendo en cada caso los ultimos aminoacidos con una
alanina o una glicina para el aa 21 que ya es una alanina (ver tabla 9 mas abajo).
Un péptido biotinilado AB1-42 completo se usé como control positivo (Bachem). El
mapeo del epitope se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Mimotopes). Brevemente, las placas recubiertas con estreptavidina (NUNC) se
bloquearon con BSA 0,1% en PBS durante toda la noche a 4°C. Después del
lavado con PBS-Tween 20 0,05%, las placas se recubrieron durante 1 hora a TA
con los diferentes péptidos de la genoteca, se diluyeron en BSA 0,1% , azida
sédica 0,1% en PBS hasta una concentracion final de 10 yM. Después del lavado,
las placas se incubaron durante 1 hora a TA con el anticuerpo hC2 o un
anticuerpo quimérico de union IgG4 no AP diluido hasta 200 ng/mL en BSA 2%,
azida sddica 0,1% en PBS. Las placas se lavaron otra vez y se incubaron con
IgG de anti-humano de cabra conjugado con fosfatasa alcalina durante 1h a TA.
Después del lavado final, las placas se incubaron con el sustrato de fosfatasa
(PNPP) y se leyeron a 405 nm con un lector de placas de ELISA.

Se demostré6 que el anticuerpo monoclonal humanizado hC2 se unié
especificamente a los péptidos 12, 13, 14 y 15 de la primera genoteca de
péptidos. Estos péptidos comprenden los aa 12-20, 13-21, 14-22, 15-23 y 16-24
respectivamente de AB1-42 lo cual sugiere que el epitope se halla en la region de
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12-24 de AB. Una segunda genoteca con sustituciones de alanina se usé para
determinar los aa criticos para la unién al péptido Ap12-20 (VHHQKLVFF). La
uniodn del anticuerpo hC2 se pierde completamente cuando los aa 16, 17, 19 6 20
son sustituidos por una alanina, lo que indica que estos aa son absolutamente
criticos para la union del anticuerpo a A. La unién del anticuerpo hC2 se pierde

parcialmente cuando se sustituyen los aa 15y 18.

La unién también se perdio casi por completo cuando el aa 14 se sustituyo con

una alanina, lo que indica que el aa 14 es también muy importante para la union.

Finalmente, se us6 una tercera genoteca para determinar si los aa 21, 22 0o 23
son criticos para la unién del epitope. La union del anticuerpo a los aa 15-23 se
redujo cuando el aa 23 se sustituyé con una alanina, lo cual indica que el aa 23 es
también importante para la unién. La union se perdié parcialmente cuando el aa
21 se sustituyé con una glicina y se perdié de manera leve cuando el aa 22 se

sustituy6 con una alanina.

Ejemplo 16: Neuroproteccion por el Anticuerpo hC2

Se evalud la habilidad del anticuerpo hC2 para proteger las neuronas de la
degeneracion inducida por oligdmeros de Abeta en un ensayo in vitro. Las
neuronas embrionales corticales de raton del dia 16.5-17.5 se aislaron, se
disociaron y se cultivaron in vitro en medio N3-F12. Se permitié que las células
crecieran durante nueve dias en total, y se alimentaron en el dia 3 y en el dia en
el que se adicioné el oligobmero de Abeta, u oligdmero de Abeta méas anticuerpo
hC2 anti-Abeta. En el dia cinco (“4 dias Abeta”) o dia seis (“3 dias Abeta”), se
trataron ciertos pozos de células con ya sea solo oligobmero de Abeta 2 uM o una

combinacion de oligdmero de Abeta 2uM y anticuerpo hC2 anti-Abeta 50 pg/mL.

El oligbmero de Abeta se prepar6 disolviendo Abeta 1-42 (rPéptido) en HFIP, a
partir de lo cual se tomaron alicuotas de 10 pL de péptido Abeta a una
concentracion de 1 mg/mL y posteriormente se evaporaron en una cabina de
extraccién durante 30 minutos y las peliculas de los péptidos se almacenaron a -
80°C hasta antes de su uso. Al momento de usar, se disolvid la pelicula de
péptido en 10 uL de DMSO, posteriormente 78.6 uL de HAMS F12, y se incubd la
solucion de péptido Abeta a 4°C durante 24-48 horas (concentracion final de

Abeta 25uM).
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Para las células de control se adicion6 DMSO-F12 solo en el mismo volumen que
Abeta-DMSO en el dia 5, y se cultivaron las células durante 4 dias adicionales sin
ningun tratamiento adicional. En el dia 9, las neuronas de todas las condiciones
de cultivo se fijaron y se realiz6 una tincidbn con Tujl (un anticuerpo anti-beta-
tubulina), seguida de la tinciébn con anticuerpos secundarios marcados con FITC
para visualizar los microtubulos, y por consiguiente los procesos neuronales en

general. Los resultados se muestran en la Figura 18.

Las neuronas embrionales corticales de raton mostraron una morfologia normal
después de nueve dias de cultivo (Figura 13, el panel que se encuentra mas a la
izquierda). El tratamiento de las células con oligobmero de Abeta durante tres dias
indujo la degeneracién de axones y causo una disminucion en el numero total de
axones (Figura 13, panel central de mas abajo), y este efecto era aln mas
pronunciado a los cuatro dias del tratamiento (Figura 13, panel central de mas
arriba). En contraste, las células tratadas con la combinacién de oligobmero de
Abeta y anticuerpo hC2 anti-Abeta se veian similares a las células control (Figura
13, paneles derecho de mas arriba y mas abajo). Estos resultados indican que el
anticuerpo hC2 anti-Abeta era capaz de proteger las neuronas embrionales

cortical de raton de la degeneracion inducida por oligdmero Abeta.

Tabla 6: Posiciones y cambios realizados en las regiones marco de C2

humanizado de cadena liviana.

Posicion en la cadena liviana 45 87 50 53
Raton C2Vg
C2HuVk1 humanizado
C2HuVk2 humanizado
C2HuVk3 humanizado
C2HuVk4 humanizado

O X X| O] O] R
<| m <| | <| ™
zl z| z|l z| z =z

Linea germinal humana dpK15
C2Vk-R de raton
C2Vk-S de ratdn S

O | X X X| X| XN

Tabla 7: Posiciones y cambios realizados en las regiones marco de C2

humanizado de cadena pesada

Posicion de la cadena pesada 47 | 94
C2VHAF de raton L S
C2HuUVHAF1 humanizado W | R
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C2HuUVHAF2 humanizado
C2HuUVHAF3 humanizado
C2HuUVHAF4 humanizado

= B =
T »w B O

DP-54 de linea germinal

humana

Se construyeron un total de 8 anticuerpos diferentes con las cadenas livianas
C2HuVk1, C2HuVk2, C2HuVk3, C2HuVk4 humanizados y las cadenas pesadas
C2HUVHAF4 y C2HUVHAF2.

Tabla 8. Resumen de péptidos usados en la segunda genoteca.
Los aa que son importantes para la union estdn marcados en cursiva y
subrayados y los aa absolutamente criticos para la union estan marcados en

cursiva y negrilla.

p12-20 vV H H Q K L V F F
Al2 A H H Q K L V F F
Al3 V A H Q K L V F F
Al4 VvV H A Q K L V F F
Al VvV H H A K L V F F
Al6 V H H Q A L V F F
Al7 V H H Q K A V F F
Al8 V H H Q K L A F F
Al9 VvV H H Q K L V A F
A20 V H H Q K L V F A

aano. 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tabla 9. Resumen de péptidos usados en la tercera genoteca.
Los aa que son importantes para la union estan marcados en cursiva Yy
subrayados y los aa absolutamente criticos para la union estan marcados en

cursiva y negrilla.

p13-21 H
p13-21 G21 H
p14-22

pl4-22 A22
p15-23

p15-23 A23

I T T =T
O 0 0 0 OO0
A AN XA XN X XN
(o e N S i
< < K< K< <K< <
M M M T T T
M M M T T T
> > > > O >
m m > m
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aa no. 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
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CERTIFICADO DE INCORPORACION
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existente bajo y en virtud de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware, por el presente modifica el Certificado de Incorporacién de la
Corporacion, que fue registrada originalmente el 23 de diciembre,1986 bajo el

nombre "Genentech Delaware, Inc.", y posteriormente modificado.

El Certificado de Incorporacién de la Corporacién es por el presente
reformulado y adicionalmente modificado, para leerlo en su integridad como
sigue:

ARTICULO 1
El nombre de la Corporacién es: Genentech Inc.

ARTICULO 2
La direccion del domicilio social de la Corporacion en el Estado de Delaware es
Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of Wilmington,
Condado de New Castle, Delaware 19805. El nombre de su agente registrado
en tal direccion es Corporation Service Company.

ARTICULO 3
El objetivo social de la Corporacién es llevar a cabo cualquier acto o actividad
licita para la cual puedan organizarse las corporaciones bajo la Ley Corporativa
General del Estado de Delaware como la misma existe o cémo pued/a/‘

modificarse de ahora en adelante ("Ley de Delaware”).
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ARTICULO 4

SECCION 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacién esta autorizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas respectivamente, accion
preferencial y

accion ordinaria. La cantidad total de acciones que la Corporacion esta
autorizada para emitir es de cuatrocientos millones (400.000.000) de acciones.
Cien millones (100.000.000) se denominaran acciones preferenciales, valor
nominal $0.02 por accion ("Accion Preferencial’). Trescientos millones
(300.000.000) se denominaran acciones ordinarias, valor nominal $0.02 por
accion ("Accion Ordinaria") La Accion Ordinaria de la Corporacion, sera toda

de una clase.

(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de acciones
se puede aumentar o disminuir (pero no por debajo del nimero de acciones de
las mismas, entonces circulacion) mediante el voto afirmativo de una mayoria
con poder de voto de la acciones en circulacién de la Corporacion tituladas
para votar sobre ello, independiente de las disposiciones de la Seccion
242(b)(2) de Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accién ordinaria. (a) Emisién y Consideracién. Cualquiera
Accion Ordinaria de tesoreria o no emitida, puede emitirse para tal
consideracion segun puede fijarse de acuerdo con la ley aplicable

periodicamente por la Junta Directiva.
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(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los titulares de las Acciones
Preferenciales, los titulares de las Acciones Ordinarias tendran derecho a
recibir, cuando y cémo lo declare la Junta Directiva, de los recursos de la
Corporacién que por ley estan disponibles para éllo, dividendos pagables o en
dinero en efectivo, o en propiedades, o en acciones y los titulares de Acciones
Preferenciales no tendran derecho a participar de tales dividendos (a menos
que la Junta Directiva lo disponga de otra manera mediante una resolucion,
estipulando la emisiéon de una serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Acciones Preferenciales

(a) Series y Limites de Variaciones entre las Series. Cualquier accion de
tesoreria o no emitida de Acciones Preferenciales puede emitirse
periddicamente en una o mas series para tal consideracion, segin puede
fijarse periodicamente por la Junta Directiva. Antes de la emision de alguna
serie particular de Acciones Preferenciales, se debe registrar un certificado
ante la Secretaria de Estado de Delaware manifestando la designacion,
derechos, privilegios, restricciones, y condiciones a ser adjuntas a las Acciones
Preferenciales de tal serie y cualesquiera otros asuntos que sean requeridos, y
la Junta Directiva fijara y determinara; y por la presente esta expresamente
facultada para fijar y determinar, en la manera prevista por la ley, los
pormenores de las acciones de tal serie (en tanto que no sean inconsistente
con las disposiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de
Acciones Preferenciales), incluido, pero no limitado a lo siguiente:

(i) la designacion caracteristica de tal serie y el nimero de acciones que
constituiran la misma, cuya cantidad puede aumentarse (excepto cuando la

Junta Directiva lo disponga de otra manera en la creacipp gke AaEspARDIORSFAROL
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disminuirse (pero no por debajo del nimero de acciones de las mismas
entonces circulantes) periodicamente mediante accion similar de la Junta
Directiva.

(i) la tasa anual de dividendos pagables sobre acciones de tal serie, las
condiciones sobre las cuales tales dividendos seran pagables y la fecha desde
cuando los dividendos seran acumulativos; en tal evento la Junta Directiva

determinara qué dividendos seran acumulativos;

(iii) si tal serie tendra derecho a voto, ademas de los derechos de votacion
proporcionados por la ley, y si es asi, las condiciones de tales derechos a voto;
(iv) si tal serie tendra privilegios de conversion y, en ese caso, los términos y
condiciones de tal conversion, incluido, pero no limitado a, disposiciones para
el ajuste de la tasa de conversion en tales eventos y en tal manera como lo
determinara la Junta directiva;

(v) si 0 no, las acciones de tal serie seran redimibles y, en ese caso, los
terminos y condiciones de tal redencion, incluso la fecha o fechas en o después
de que ellas sean redimibles, y la cantidad pagable por accién en caso de
redencion, cuya cantidad puede variar bajo condiciones diferentes y en fechas
diferentes de redencion;

(vi) si tal serie tendra un fondo de amortizacion para la redencién o compra de
acciones de esa serie y, en ese caso, las condiciones y cantidad de tal fondo
de amortizacion;

(vii) los derechos de las acciones de tal serie en caso de liquidacién voluntaria

o involuntaria, disolucién o liquidacién de la Corporacién, y los derechos de/

7
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prioridad relativos, si los hay, de pago de acciones de esa serie; y
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(viii) cualesquiera otros derechos relacionados preferencias y limitaciones de tal

serie.

ARTICULO 5

SECCION 5.01. Modificacion de los Estatutos por los Directores. (a.) En apoyo
y no en limitacion a los poderes conferidos por el estatuto, la Junta Directiva
esta autorizada expresamente para formular, modificar, corregir, derogar, y

rescindir los estatutos de la Corporacién, sujeto a las Secciones 5.01(b) y

5.01(c) del presente.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, y 5.06, de los
estatutos solo pueden ser modificados, corregidos, derogados, o rescindidos
mediante el voto afirmativo de los titulares de capital accionario facultados para
votar sobre ello y que representen mas del 60% de las acciones tituladas para

votacion sobre las mismas.
(c) Las secciones 3.03(c) y 3.15 de los estatutos so6lo pueden modificarse,

corregirse, derogarse, o rescindirse, mediante el voto afirmativo de los titulares
de capital accionario titulados para votar sobre ello, y que representen mas del

90% de las acciones tituladas para votacion sobre las mismas.

SECCION 5.02. Modificacién del Certificado de Incorporacién. La seccién 5.01
(b) de este Certificado de Incorporacion solo puede modificarse, corregirse,
derogarse, o rescindirse, mediante el voto afirmativo de los titulares de capital

accionario facultado para Votar sobre ella, que representen mas del 60% de
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las acciones tituladas para ser votado sobre ello. La seccién 5.01 (c) y los
Articulos 8 y 9 de este Certificado de Incorporacion soélo pueden modificarse,
corregirse, derogarse, o rescindirse mediante el voto afirmativo de los titulares
de capital accionario facultado para votar sobre ello, que representen mas del
90% de las acciones tituladas para ser votado sobre ello.
ARTICULO 6

SECCION 6.01 - Eleccion de Directores por los Titulares de Acciones
Preferenciales.

Durante cualquier periodo cuando los titulares de alguna Accion Preferencial o
una o mas series de las mismas, votando como una clase, sean titulados para
elegir un nimero especifico de directores, por razéon de dividendos vencidos u
otras disposiciones otorgandoles el derecho para hacerlo, entonces y durante
ese periodo de tiempo mientras continue el derecho (i) el entonces autorizado

numero de directores se aumentara por tal nimero especificado de directores,

y los titulares de tales Acciones Preferenciales o tal serie de las mismas,
votando como una clase, se facultaran para elegir a los directores adicionales
previstos, de conformidad con las disposiciones de tal Accién Preferencial o
serie; (ii) cada director adicional desempenara el cargo durante tal término y
tendra tales poderes de votacion como sea expresado en las disposiciones
relacionadas con las Acciones Preferenciales o serie; y (iii) cuando los titulares
de alguna Accion Preferencial o serie de las mismas son despojados de tales
derechos para elegir un nimero especifico de directores, votando como una
clase, conforme a las disposiciones de tal Accion Preferencial o serie, los
periodos del cargo de todos los directores elegidos por los titulares de

Acciones Preferenciales o serie, votando como una clase conforme a tales
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disposiciones, o eligieron llenar alguna vacante resultante de la muerte,
dimision o remocion de directores elegidos por los titulares de Acciones
Preferenciales o serie, terminara inmediatamente y el nimero autorizado de

directores por consiguiente, se reducira.

SECCION 6.02. Papeletas de votacién. Las elecciones de directores en una
asamblea anual o especial no necesitan ser mediante papeletas escritas, a

menos que los estatutos de la Corporacion lo dispongan de otra manera.

SECCION 6.03. Eliminacién de Cierta obligaciéon Personal de los Directores. (a.)
Un director de la Corporacién no sera responsable ante la Corporacién o ante
sus accionistas por los dafios y perjuicios por contravencion de deberes
fiduciarios monetarios como director, hasta el punto maximo permitido por la
Ley de Delaware.

(b) Cada persona (y los herederos, ejecutores o administradores de tal persona)
quién era o es una parte o es amenazada ser hecha una parte a, o esta
involucrada en alguna amenaza, pendiente o a cumplirse, de accion, demanda
o procedimiento, sea civil, penal, administrativo o investigativo, por causa del
hecho'que tal persona es o fue un director de la Corporacién, o es o estuvo
desempenando un cargo a peticion de la Corporacién como un director de otra
corporacion, sociedad, empresa conjunta, fideicomiso u otra empresa, sera

indemnizada y sera exonerada de responsabilidad por la Corporacion, hasta el

punto maximo permitido por la Ley de Delaware - El derecho a indemnizacion

conferida en esta Seccion 6.03 también incluira el derecho a ser pagado por la

Corporacion por los gastos incurridos en relacién con cualquiera de tales
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procedimientos, anticipadamente a la disposicion final, hasta el maximo punto
autorizado por la Ley de Delaware. El derecho a indemnizacion conferida en
esta Seccion 6.03 sera un derecho contractual.
(c) La Corporacién puede, mediante la accion de su Junta Directiva,
proporcionar la indemnizacion a tales funcionarios, empleados y agentes de la
Corporacion hasta el alcance y hasta tal efecto como lo determine la Junta
Directiva que sea apropiado y autorizado por la Ley de Delaware.
(d) La Corporacién tendra la facultad para adquirir y mantener seguros en
nombre de cualquier persona que es o fue director, funcionario, empleado o
agente, de la Corporacion o es o estuvo desempefiando un cargo a peticion de
la Corporacion como director, funcionario, empleado o agente, de otra
corporacion, sociedad, empresa conjunta, fiduciaria u otra empresa; contra
cualquier gasto, obligacion o pérdida, incurrida por tal persona en cualquier
capacidad o surgida de su status como tal, la Corporacion tuviera o no la
facultad para indemnizarlo contra tal obligacion bajo la Ley de Delaware.
(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta Seccion 6.03 no seran
excluyentes de cualquier otro derecho el cual cualquier persona de otra manera
pudiera tener o adquirir de ahora en adelante.
(f) Ni la modificacion, correccion, derogacion o rescision, de esta Seccién 6.03,
ni la adopcion de cualquier provision de este Certificado de Incorporacion o los
Estatutos de la Corporacién, tampoco, al alcance maximo permitido por la Ley
de Delaware, cualquier modificacién legal, eliminara o reducira el efecto de esta
Seccion 6.03 con respecto de cualesquier actos u omisiones que ocurran antes

de tal modificacion, correccién, derogacion, rescision, adopcién o modificacion.
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ARTICULO 7
SECCION 7.01. Seccion 203 de Ley de Delaware. La Corporacion por el

presente, elige no ser regida por la Seccion 203 de Ley de Delaware.

ARTICULO 8

SECCION 8.01. Relacién con Roche. En anticipacion a que la Corporacién deje
de ser una subsidiaria totalmente propiedad de Roche Holdings, Inc., pero que

Roche (como se defini6 en la Seccién 8.05) siga siendo accionista de la
Corporacion, y en anticipacion a que la Corporacion (como se definié en la
seccion 8.05) y Roche puedan involucrarse en similares o en las mismas
actividades o lineas comerciales y tengan interés en las mismas areas de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por la Corporacion a través de sus continuas relaciones
contractuales, corporativas y comerciales con Roche (incluyendo el servicio de
funcionarios y directores de Roche como directores de la Corporacion) y (ii) las
dificultades inherentes a cualquier director quien desea y se esfuerza
plenamente para satisfacer tales obligaciones fiduciarias del director, en la
determinar el alcance total de tales obligaciones en una situacion particular, las
disposiciones de este Articulo 8 son expresadas para regular, definir y guiar la
conducta de ciertos negocios de la Corporacion por cuanto ellos pueden
involucrar a Roche y a sus funcionarios y directores, y las facultades, derechos
obligaciones y responsabilidades de la Corporaciéon y sus funcionarios,
directores y accionistas en conexion con las mismas.

SECCION  8.02. Actividades Comerciales  Similares. Excepto que

Roche Holdings, Inc - pueda de otro modo aceptar por escrito.
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(a) Roche no tendra una obligacion de abstenerse, de comprometerse directa o

indirectamente, en las mismas o similares actividades comerciales o lineas

comerciales como la Corporacién, y

(b) ni Roche ni ningun funcionario o director del mismo seran responsables
ante la Corporacion d ante sus accionistas por la trasgresién de cualquier deber
fiduciario por causa de cualquiera de tales actividad de Roche o de la
participacion en ello de tal persona.
En caso que Roche tenga conocimiento de una transaccion potencial o materia
que pueda ser una oportunidad corporativa para Roche y la Corporacion,;
Roche no tendra el deber de comunicar u ofrecer tal oportunidad corporativa a
la Corporacion y no sera responsable ante la Corporacion o ante sus
accionistas por la trasgresiéon de cualquier deber fiduciario como accionista de
la Corporacion o persona controladora de un accionista por el hecho que
Roche prosiga o adquiera tal oportunidad corporativa para si misma, dirija tal
oportunidad corporativa a otra persona o entidad o no comunique la

informacion referente, o no ofrezca tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas. En caso que un director,
funcionario o empleado de la Corporacion que también es director, funcionario
o empleado de Roche, tenga conocimiento de una transaccién potencial o
material que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacién y
Roche (si tal transaccion potencial o material es propuesta por un tercero o es
concebida por tal director, funcionario o empleado de la Corporacion), tal
director, funcionario o empleado tendra el privilegio de ofrecer tal oportunidad

corporativa a la Corporacién o a Roche, segn tal director, funcionario o
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empleado, lo juzgue apropiado bajo las circunstancias y a su entera discrecion;
y ningun director, funcionario o empleado, sera responsable ante la
Corporacion o ante sus Accionistas por la infraccion de cualquier deber
fiduciario o deber de lealtad o falta de actuar en (0 no opuesto a) los mejores
intereses de la Corporacion o la derivacion de cualquier beneficio personal
impropio por causa del hecho que (i) tal director, funcionario o empleado,
ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de la Corporacion) o no
comunico la informacion referente a tal oportunidad corporativa a la
Corporacion o (ii) Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si
mismo o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica la

informacion referente a tal oportunidad corporativa a la Corporacién.

SECCION 8.04. Consentimiento Implicito de los Accionistas. Cualquier persona
o entidad comprando o adquiriendo algun interés en cualquier accion del capital
accionario de la Corporacion sera considerada que ha tenido aviso de y ha

consentido a las disposiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05. Definiciones. Para los propositos de este Articulo 8 y Articulo 9
solamente, (i) el término "Corporacion” significara la Corporacién y todas las
corporaciones, sociedades, empresas conjuntas, asociaciones y otras
entidades en las cuales la Corporacion posea beneficiosamente (directa o
indirectamente) cincuenta por ciento o mas de las acciones votantes en
circulacion, poder de voto o intereses de votacion similares, y (i) el término
“Roche" significara Roche Holdings, Inc. y todas las corporaciones, sociedades,

empresas conjuntas , asociaciones y otras entidades (diferentes de la

L
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Corporacién, definida de acuerdo con la clausula (i) de esta Seccion 8.05) que

son las "afiliadas" (como se definié en la Norma 12b-2 bajo las Leyes de la

Bolsa de Valores (Securities Exchange) de 1934, (segin enmienda) de Roche

Holdings. Inc.

SECCION 8.06. Terminacion: Efecto. Vinculante. No obstante algo al contrario
en este Certificado de Incorporacion, las disposiciones anteriores de este
Articulo 8 expiraran en la fecha cuando Roche deje de poseer Acciones
Ordinarias que representen por lo menos el 5% del numero de acciones
circulantes de Acciones Ordinarias de la Corporacién y ninguna persona que
siendo director o funcionario de la Corporacion, sea también director o
funcionario de Roche. Tampoco tal expiracion, ni la modificacion, correccion,

cambio o derogacion, de cualquier provision de este Articulo 8, tampoco la
adopcion de cualquier provision de este Certificado de Incorporacion
Enmendado y Reformulado, inconsistente con cualquier provisién de este
Articulo 8, eliminara o reducira el efecto de este Articulo 8 con respecto de
cualquier asunto que ocurra o cualquier causa de accion, demanda o

reivindicacion que, pero para este Articulo 8, se acumulara o surgiera, antes

de tal expiracion, modificacion, correccidn, revocacion o adopcion. 2

SECCION 8.07. Articulo 9. Las disposiciones de este Articulo 8 son adiciones a

las disposiciones del Articulo 9.

ARTICULO 9
SECCION 9.01. Acuerdos no Invalidados. Ningun contrato, acuerdo, arreglo o

transaccion (o cualquier correccion, modificacién o terminacién de ellos) entre
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la Corporacién y Roche sera invalido, nulo o anulable, solamente por la razén
que Roche es una de las partes de ellos o solamente porque algunos
directores o furicionarios de la Corporacion quienes estan afiliados con Roche,
estan presentes en o participan en la asamblea de la Junta Directiva o comité
de los mismos, lo cual autoriza el contrato, acuerdo, arreglo, transaccion,
correccion, modificacion o terminacion, o solamente porque su o sus votos se
cuentan para tal propésito; pero tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccion (o
cualquier correccion, modificacion o terminacion de los mismos) se regira por
las disposiciones de estos Estatutos de la Corporacion Modificados y
Reformulados, los Estatutos de la Corporacion, la Ley de Delaware y alguna
otra ley aplicable. Para los propésitos de este Articulo 9, las expresiones la

“Corporacion” y "Roche" tienen los significados manifestados en la Seccidon

8.05.

SECCION 9.02. Quérum. Los Directores de la Corporacion que también son
directores o funcionarios de Roche pueden ser contabilizados en la
determinacion de la presencia de un quérum en una asamblea de la Junta
Directiva o de un comité que autoriza o aprueba algin contrato, acuerdo,
arreglo o transaccion (o correccion, maodificacion o terminacién del mismo).
Las Acciones Circulantes Ordinarias poseidas por Roche pueden contabilizarse
para la determinacion de la presencia de un quérum en una asamblea de
accionistas que autoriza o aprueba cualquier contrato, acuerdo, arreglo o

transaccion (o correccion, modificacion o terminaciéon del mismo).
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SECCION 9.03 - Ninguna Responsabilidad Por Actividades de Buena Fe.
Roche ni cualquier funcionario o director sera responsable ante la Corporacién
o ante los accionistas para la infraccién de cualquier deber fiduciario o deber de
lealtad o falta para actuar en (o no opuesto a) los mejores intereses de la
Corporacion o la derivacion de cualquier beneficio personal impropio por el
hecho de que Roche o algin funcionario o director del mismo, emprende
cualquier accion o ejerce algunos derechos o entrega o retiene de buena fe
cualquier aprobacion en relacién con cualquier acuerdo o contrato entre Roche
y la Corporacién. Ningln voto sufragado u otra accion tomada por alguna
persona que es director, funcionario u otro representante de Roche, cuyo voto
es sufragado o tal persona emprende una acciéon en su capacidad como
director de esta Corporacion, constituira una accion de o el ejercicio de un

derecho por o un consentimiento de Roche para los efectos de algun acuerdo o

contrato.

SECCION 9.04. Consentimiento Implicito de los Accionistas. Cualquier persona
o entidad comprando o adquiriendo algan interés en cualquier accién del capital

accionario de la Corporacion sera considerada que ha tenido aviso de y ha

consentido a las disposiciones de este Articulo 9.

SECCION 9.05 - Contratos Protegidos. Para-los propositos de este Articulo 9,
cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccién con la Corporacién o con
cualquier corporacion, sociedad, empresa conjunta, asociaciéon u otra entidad
en la cual la Corporacién posea beneficios (directa o indirectamente) del

cincuenta por ciento o méas de la acciones votantes en circulacién, poder de
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voto o intereses de votacion similares, se juzgara ser un contrato, acuerdo,

arreglo o transaccion con la Corporacion.

SECCION 9.06. Efecto Vinculante. Ni la modificacion, correccion, cambio o
derogacion de cualquier provision de este Articulo 9, tampoco la adopcidn de

cualquier provisiéon inconsistente con cualquier provision de este Articulo 9,

eliminara o reducira el efecto de este Articulo 9 con respecto de cualquier
asunto que ocurra o cualquier causa de accion, demanda o reivindicacion que,
pero para este Articulo 9, se acumulara o surgiera, antes de tal alteracion,

modificacion, cambio, revocacioén o adopcion.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las disposiciones de este Articulo 9 son en adicién

a las disposiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion Modificado y
Reformulado, habiendo sido debidamente adoptado de acuerdo con las
Secciones 242 y 245 de la Ley Corporativa General del Estado de Delaware y
por el consentimiento escrito del Unico accionista de la Corporacion de acuerdo
con la Seccion 228 de la Ley Corporativa General del Estado de Delaware, ha
sido otorgado este dia veintidés (22) de Julio, 1999.

GENENTECH, INC.

Por: /s/ Stephen G. Juelsgaard

Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo; Vicepresidente Senior.

Asesor General y Secretario. ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor e Interpetre Oficial

Inglés Espailo] Inglés

Resoluciéon Minjusticia No. 0920

Agosto de 1996




Traduccién Oficial N° 10-31-194

Traduccion Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién lleva el
sello de llbar A. Espanol Espanol, Traductor e Intérprete Oficial, segtin Resolucién # 0920, 1996 del

g,

10

Ministerio de Justicia, Reptiblica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencion de la Haya Octubre 1961)

Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

El presente Documento Publico ha sido firmado por: ;_.t:[grriet'?:Smit:li

o i
Windsor g

i
actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware S

-y
LAY

lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de E_fs'fédo )
Vi

-
LT

CERTIFICADO

en Dover, Delaware

el dia siete (7) de Octubre, afio 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Dgla.ware
cod 4

Numero: 0265284 I "

Sello/Estampilla

.Firma: (lleqgible)

Secretario de Estado

a 4

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: "Secretary’s Office - Delaware”

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espadiol Inglés

Resolucién Minjusticia No. 0920
6
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO DE
MODIFICACION DE “GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA QUINCE (15) DE MAYO DEL ANO 2000, A LAS 5:00 P.M.

Firma (ilegible)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212781 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary’s Office, Delaware”

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor.e Interpetre Oficial
Inglés Espailol Inglés
Resolucion Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 05:00 PM 05/15/2000
001245251 — 2112549

CERTIFICADO DE MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO
Genentech, Inc. una corporacion orgarﬁzada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:
PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se

adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacién
al Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacién,
declarando que dicha modificacion era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacion para la consideracién de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacion es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de
esta corporacion se modifique cambiando "Seccién 4.01 (a)" del Articulo nimero

“4" para que una vez modificada dicha Seccién y dicho Articulo se lea como sigue:

"Seccion 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacién esta autorizada para

emitir dos clases de acciones a ser denominadas: accion preferencial y

accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

Corporacion esta autorizada para emitir es de setecientos millones

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL . 1
Traductor ¢ Interpesre Oficial / a
Inglés Espaiiol Inglés / <

Reselucién Minjusticia Ne. 0920

A
4



(700.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accién
Preferencial"). Seiscientos millones (600.000.000) se denominaran acciones
ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accion ("Accion Ordinaria®).

La Accion ordinaria de la Corporacion sera toda de una clase."

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucion de su Junta
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacién fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccidon 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el numero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voté a favor de la modificacion.

TERCERO: Que dicha modificacion se adopté debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccion 242 de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de la corporacién no se reducird bajo o por causa de
dicha modificacion.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado que este
Certificado de Madificacion sea suscrito por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este dia quince (15) de Mayo, ano 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (firma ilegible)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard /
. / r
L

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario. Al
ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaiiol Inglés

Resolucion Minjusticia No. 0920
Agnsto de 1966




Traduccién Oficial N°® 10-31-195

Traduccion Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién lleva el
sello de llbar A. Espanol Espadol, Traductor e Intérprete Oficial, segun Resolucién # 0920, 1996 del

8.

g

Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencién de la Haya Oclubre 1961)

Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith
Windsor

actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delayare

ok ¢

lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Estado

L

CERTIFICADO
en Dover, Delaware
el dia siete (7) de Octubre, ano 2005 Gy B2 B
por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Dél;;;}e

Namero: 0265285

Sello/Estampilla Py .

10. Firma: (llegible)

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secretary’s Office - Delaware”

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor e Interpetre Oficial

* Inglés Espaflol Inglés
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO

MODIFICADO DE "GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA DIEZ (10) DE MAYO DEL ANO 2001, A LAS 2:05 P.M.

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212782 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary’s Office — Delaware”

£

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor e Interpetre Oficial
Inglés Espaiiol Iuglés
Resolucién Mirjusticia No. 0920
Agosto de 1996




ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 02:05 PM 05/10/2001
010226224 — 2112549

CERTIFICADO DE MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO

Genentech, Inc. una corporaciéon organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
al Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando que dicha modificacion era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacion para la consideracion de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacion es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de
esta corporacion se modifique cambiando "Seccién 4.01 (a)" del Articulo nimero

‘4" para que una vez modificada dicha Seccién y dicho Articulo se lea como sigue:

"Seccion 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacién esta autorizada para

emitir dos clases de acciones a ser denominadas: accion preferencial y

accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

. . : - . ; ; HE<S
Corporacion esta autorizada para emitir es de mil trescientos millones .
ILBAR A, ESPANOL ESPANOL

Traductor ¢ Interpetre Oficial

Inglés Espaiol Inglés
alucitn Mini ﬁcicNo.m‘]
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(1.300.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accion ("Accion
Preferencial"). Un mil doscientos millones (1.200.000.000) se denominaran
acciones ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accioén ("Accidn

Ordinaria"). La Accion Ordinaria de la Corporacion sera toda de una clase.”

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucion de su Junta
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacion fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccién 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el nimero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voté a favor de la modificacion.

TERCERO: Que dicha modificacion se adopté debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccion 242 de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware.
CUARTQ: Que el capital de la corporacion no se reducira bajo o por causa de
dicha modificacion.
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado que este
Certificado de Modificacion sea suscrito por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este dia diez (10) de Mayo, afio 2001.

GENENTECH, INC.

Por: (firma ilegible)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

—

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario.

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial




Traduccion Oficial N° 10-31-196
Traduccion Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién lleva el

sello de llbar A. Espafiol Espanol, Traductor e Intérprete Oficial, segin Resolucién # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencion de la Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith
Windsor
3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware

4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Egt‘ado. |

I

. 5

PP
‘

CERTIFICADO s
5. en Dover, Delaware
6. el dia siete (7) de Octubre, ano 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado D@lgw@re
8. Numero: 0265286 3
9. Sello/Estampilla

10. Firma: (llegible)

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secretary’s Office - Delaware”

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espafiol Inglés

Resolucién Ml_njuntigh No. 0929
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO
MODIFICADO DE “GENENTECH, INC.”, REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA DIEZ Y SEIS (16) DE ABRIL DEL ANO 2004, A LAS 7:39 P.M.

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212783 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary’s Office — Delaware”

/%
vk e

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espafiel Inglés
Resaducion Minjusticia No. 0920
Agosio de 1996
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(3.100.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accién
Preferénsial“). Tres mil millones (3.000.000.000) se denominaran acciones
ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Acciéon Ordinaria").

La Accion Ordinaria de la Corporacion sera toda de una clase."

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucion de su Junta
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacion fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccién 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el numero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voté a favor de la modificacion.

TERCERO: Que dicha modificacion se adopté debidamente de acuerdo con las

disposiciones de la Seccion 242 de la Ley Corporativa General del Estado de

Delaware.

CUARTO: Que el capital de la corporacion no se reducira bajo o por causa de

dicha modificacion.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado que este

Certificado de Modificacién sea suscrito por Stephen G. Juelsgaard, un

Funcionario Autorizado, este dia diez y seis (16) de Abril, afio 2004.
GENENTECH, INC.

Por: (firma ileqible)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario.
ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Tradubter ¢ Interpetre Oficial
Laglés Espatiol Inglés
R ¢soluctén Minjusticia No. 0920
[ 070
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by TERI LEE
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of TERI LEE, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
5. At Sacramento, California
6. the 3rd day of October 2005
7. by Deputy Secretary of State, State of California
8. No. 258054
9. Seal/Stamp:

10. Signature

Secretary of State

MP-24 A (REV. 4-05)

BY.
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FROM ¢ JUSE LLUREDH CHMACHD PHUNE NU. @ bbe97a3 ( JUL. 14 28@5 85:59FM FS

Los abajo firmados, The undersigned,

GENENTECH, TINC.

Una sociedad organizada y existente

bajo las leyes del Estudo de Delaware
Estados Unidos de America.

Genentech, Inc
A Corporate organized and existing under th

domicledat laws od State of Delaware -, E.U.A

con domicilio en

1 DNA way
South San Francisco, CA 94080, USA

1 DNA Way
South San Francisco, CA 94080, USA

nombramos por el presente a-ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO ylo. IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicillados en Bogota,
Colambia, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
5-83, piso 6o., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
exirgjudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
pardgrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971. ‘

Los doclores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYQ y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualqulera de ellos
designe, quedan especialmerite’ facultados para
representarnos anle las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en lodos los
tramites relativos a la propiedad industral, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
Indicado; elevar solicltudes, declaraciones, reclamos,
recursos Yy presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaclones;
instaurar  cancelaciones, renunclar total o
parcialmente @ los registros, abonar todos los
impuestos y cuctas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley: reclbir todos los dogumentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cuaglesquiera olros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los anlecedentes a los
tribunales, quedan  facultados para  tomar
intervencion corno demandantes o demandados ante
los jueces que sean competentes, pudiendo transar,
someler a arbitros, desistir, percibir y apelar, con
todas las demés facultades que resulten necesarias,
y por el presente declaramos desde ahora viélido y
bueno cuanlo dichos representantes ylo los
apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren
en nuestro beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYQ y/o IGNACIO
SANTAMARIA  ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar sn la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos ptorgue a nombre
nuestro.

Dadoyfirmado a los 13 dias de Sep. 2005

Vimothy R. Schwartz, Ph.D.

secuen Patent Counsel
Uenentech, Inc.

Authorized Corporate Signatory

PAGE 316" RCVD AT 71412003 3:36:02 PM [Pacific Daylight Time] * SVR:SVCS0110* DNIS:6657 * CS1D:6069703

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andlor
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA andlor ENRIQUE ALVAREZ, of
Bagota, Colombia, with offices Iin said town, Calle 72
No. 5-83, Sixth Floor, our ftrue and lega
representatives in Bogotd, with power to recelve
notifications and to appoint judicial or extrajudicial
agents, so as to comply with paragraph 1o. of article
543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO andfor IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judiclal or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial properly, for which purpose
we authorize them to take befare the sald authorities
all the necessary steps for the said end, to file
petitiong,  declarations, claims, recourses and
withdrawals, to draw up specifications; to file
amendments, to limit the scope of applications, file
oppositions; file cancellations total or partially waive
registrations, to pay all installments and effect all
other payments prescribed by law; to receive proper
receipts, to comply with all other requirements and, in
short, fo take all those measures which they may
deem fit for the 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 complainanis as well as defendants,
before the competent judges, with full powers o
make arrangements, to submit to arbitrators, to
desist, to collect, to appeal and, in short, with all such
further powers as may be required, and we hereby
declare from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocalization of this document and of any power
of altorney by any one of them conferred in our
name, before the Office of Industrial Property.

2 S Y
Given and signed this / 5 S’fﬂ(_ 2

NOTA RY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE

S O tloced -
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3.

4.

5.

9.

pnﬁﬁﬂn

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Tertified

at Dover, Delaware

the seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265282

Seal/Stamp: 10. Signature:

Honat dnic Wonanrs

Scecocretary of State




Delaware ...

The ‘First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY "GENENTECH, INC." IS DULY
INCORPORATED UNDER THE LAWS OF THE STATE OF DELAWARE AND IS IN
GOOD STANDING AND HAS A LEGAL CORPORATE EXISTENCE SO FAR AS THE
RECORDS OF THIS OFFICE SHOW, AS OF THE SEVENTH DAY OF OCTOBER,
A.D. 2005.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE SAID "GENENTECH,
INC." WAS INCORPORATED ON THE TWENTY-THIRD DAY OF DECEMBER, A.D.
1986.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE ANNUAL REPORTS HAVE
BEEN FILED TO DATE.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE FRANCHISE TAXES

HAVE BEEN PAID TO DATE.

EﬂAmeuu& szbptAz9i4rw144aJ
Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 4212779

2112549

050823723

DATE: 10-07-05
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Tertitied

at Dover, Delaware
the seventh day of October, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265283

Seal/Stamp: 10. Signature:

Secretary of State




Delaware ...

The ‘First State

T, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN

THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9
O'CLOCK A.M.

Harriet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 4212780

2112549

050823723




AMENDED AND RESTATED

CERTIFICATE OF INCORPORATION

GENENTECH, INC,

Gencntech, Inc. (the “Corporation”), a corporation organized and existing
under and by virtue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
“does hereby amend the Certificate of Incorporation of the Corporation, which was
originally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and subsequently amended.

The Certificate of Incorporation of the Corporation is hereby restated and
further amended to read in its entirety as follows:

ARTICLE 1

The name of the Corporation is: Genentech, Inc.

ARTICLEZ2

The address of the registered office of the Corporation in the Statc of
Delaware is Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of New Castle, Delaware 19805, The name of its registered
agent at such address is Corporation Service Corpany.

ARTICLE 3

The purpose of the Corporation is to engage in any lawful act or activity
for which corporations may be organized under the General Corporation Law of

the State of Delaware as the same exists or may hereafter be amended (*Delaware
Law™).

STATE OF DELAWARE
SECRETARY OF STATE
DIVISION OF CORPORATIONS
FILED 09:00 AM 07/22/1999
991302331 — 2112549




ARTICLE 4

SECTION 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stocl. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
four hundred million (400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Three hundred million (300,000,000) shares shall be designated
common stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™ The Common
Stock of the Corporation shall be all of one class.

(b) The number ol authorized shares of any class or classes of stock may
be increased or decreased (but not below the number of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vote of a majority in voting power of the
outstanding stock of the Corporation entitled to vote thereon irrespective of the
provisions of Section 242(b)(2) of Delaware Law.

SecrioN 4.02. Common Stock. (a) Issuance and Considerarion. Any
unissued or treasury shares of the Common Stock may be issued for such
consideration as may be fixed in accordance with applicable law from time to
ume by the Board of Directors.

(b) Dividends. Subject to the rights of holders of the Preferred Stock,
the holders of the Common Stock shall be entitled to receive, when and as
declared by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable either in cash, in property, or in
shares of stock and the holders of the Prefesred Stock shall not be entitled to
participate 1 any such dividends (unless otherwise provided by the Board of
Directors in any resolution providing for the issue of a series of Preferred Stock).

SECTION 4.03. Preferred Srock.

(a) Series and Limits of Variations between Series. Any unissued or
treasury shares of the Preferred Stock may be issued from time to time in one or
more series for such consideration as may be fixed from time to time by the Board
of Directors. Before any shares of Preferred Stock of any particular series shall be
issued, a certificate shall be filed with the Secretary of State of Delaware setting
forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attached
to the Preferred Stock of such series and such other matters as may be required,
and the Board of Directors shall fix aud determine, and is hereby expressly
empowered to fix and determine, in the mammer provided by law, the particulars of




(he sharcs of such series (so far as not inconsistent with the provisions of this
Asticle 4 applicable to all series of Preferred Stock), including, but not Jimited to,
the following;:

(i) the distinctive designation of such series and the number of
shares which shall constitute such scries, which number may be increased
(except where otherwise provided by the Board of Directors in creating
such series) or decreased (but not below the number of shares thereof then
ourstanding) from time to time by like action of the Board of Directors;

(ii) the annual rate of dividends payable on shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall be cumulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shall ba cumulative;

(i11) whether such series shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by law and, if so, the terms of such voting rights;

(iv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the terms and conditions of such conversion, including, but not limited
to, provision for adjustiment of the conversion rate upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall detemine;

(v) whether or not the sharcs of such series shall be redeemable
and, if so, the terms and conditions of such redemption, including the date
or dates upon or after which they shall be redeemable, and the amount per
share payable in case of redemption, which amount may vary under
different conditions and at different redemption dates;

(vi) whether such series shall have a sinking fund for the
redemption or purchase of shares of that series and, if so, the terms and
arnount of such sinking fund;

(vif) the rights of the shares of such series in the event of
voluntary or involuntary liquidation, dissolution or winding up of the

Corporation, and the relative rights of priority, if any, of payment of shares
of that series; and

(vii) any other relative rights, preferences and limitations of such
SEI1CS,




ARTICLLES

SECTION 5.01. dmendment of Bylaws by Direclors. (a) In furtherance and
notin limitation of the powers conferred by statute, the Board of Directors is
expressly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof.

(b) Sections 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, and 5.06 of the
bylaws may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

(c) Sections 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amended, repealed, or rescinded by the affirmative vate of holders of capital stock
entitled Lo vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be
voted thereon, ' ' :

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of Incorperation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended,
repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock entitled
to vote thereon representing more than 60% ol the shares entilled to be voted
thereon. Section 5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of Tncorporation
may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of
holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than 90% of the
shares entitled to be voted thereon.

ARTICLE6

SECTION 6.01. Election of Directors by Holders of Preferred Stock.

~During any period when the holders of any Preferred Stock or any one or more
series thereof, voting as a class, shall be entitled to elect a specified number of
directors, by reason of dividend arrearages or other provisions giving them the
right to do so, then and during such time as such right continues (i) the then
otherwise authorized number of directors shall be increased by such specified
number of directors, and the holders of such Preferred Stock or such series
thercof, voting as a class, shall be entitled to elect the additional directors so
provided for, pursuant to the provisions of such Preferred Stock or series; (ii) cach
such additional director shall serve for such term, and have such voting powers, as
shall be stated in the provisions pertaining to such Preferred Stock or series: and
(i11) wheuever the holders of any such Preferred Stock or seties thereof are




divested of such rights to elect a specified number of directors, voling as a class,
pursuant to the provisions of such Preferred Stock or scrics, the texms of office of
all directors elected by the holders of such Preferred Stock or series, voting as a
class pursuant 1o such provisions or elected to fill any vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such
Preferred Stock or series, shall forthwith terminate and the authorized number of
directory shal! be reduced accordingly.

SecT1ON 6.02. Ballots. Elections of directors at an annual or special
mesting of stockholders need not be by written ballot unless the bylaws of the
Corporation shall provide otherwise.

SECTION 6.03. Elimination of Certain Personal Liability of Directors. (a)
A dircetor of the Corporation shall not be lizble to the Corporation or its
stockholders for monetary damages for breach of fiduciary duty as a director to
the fullest extent permitted by Delaware Law.

(b) Each person (and the heirs, executors or administrators of such
person) who was or is a party or is threatened to be made a party to, or is involved
in any threatened, pending or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was a drrector of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corporation as a director of another corporation, partuership, joint venture, trust
or other ¢enterprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fullcst extent permitted by Delaware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corperation the expenses incurred in connection with any such proceeding in
advance of its final disposition to the fullest extent authorized by Delaware Law.

The right Lo indemnification conferred in this Section 6.03 shall be a contract
right.

(¢) The Corporation may, by action of its Board of Divectors, provide
indemnification to such of the officers, employees and agents of the Corporation
to such extent and to such effect as the Board of Directors shall determinc to be
appropriate and authorized by Delaware Law.

(d) The Corporation shall have power to purchase and maintain
msurance on behalf of any person who is or was a director, officer, employee or
agent of the Corporation, or {s or was serving at the request of the Corporation as
a director, officer, employee or agent of another corporation, partnership, joint
venlure, trust or other enterprise against any expense, liability or loss incurred by
such persun in any such capacity or arising out of his status as such, whether or




not the Corporation would have the power to indemnify him against such liability
under Delaware Law.

(¢) The rights and authority conferred in this Section 6.03 shall not be
exclusive of any other right which any person may otherwise have or hereafter

acqLore.

(f) Neither the alteration, amendment, repeal or recission of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporation, nor, to the fullest extent permitted by Delaware Law,
any modification of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such alteration, amendment,
repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Section 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not to be governed by Section 203 of Delaware Law,

ARTICLE 8

SecTioN 8.01. Relationship With Roche. In anticipation that the
Corporation will cease to be a wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,

. but that Roche (as defined in Section 8.05) will remain a stockholder of the
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same or similar activities or lines of business and
have an interest in the same areas of corporate opportunities, and in recognition of
(1) the benefits to be derived by the Corporation through its continued contractual,
corporate and business relations with Roche (including service of officers and
directors of Roche as directors of the Corporation) and (ii) the difficulties
attendant to any director, who desires and endeavors fully to satisfy such
director’s fiduciary duties, in determining the full scope of such duties in any
particular situation, the provisions of this Article 8 are set forth to regulate, define
and guide the conduct of certain affairs of the Corporation as they may involve
Roche and jts officers and dircctors, and the powers, rights, duties and liabilities
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of the Corporation and its officers, directors and stockholders in connection therewith.

SECTION 8.02. Similar Business Activities. Except as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree in writing,

(a) Roche shall not have a duty to refrain from engaging directly or
indirectly in the same or similar business acrivities or lines of business as the
Corporation, and

(b) neither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the
Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of any
such activities of Roche or of such person's participation therein.

In the event that Roche acquires knowledge of a potential transaction or
matitcr that may be a corporate opportunity for both Roche and the Corporation,
Roche shall have no duty to communicate or offer such corporate opportunity to
the Corporation and shall not be liable to the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controlling
person of a stockholder by reason of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to another
person or entity, or does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation.

SecTiON 8.03. Corporate Opportunilies. In the event that a director,
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employee
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or matter that may be a
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposed by a third-party or is conceived of by such
director, ofticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offer such corporate opportunity to the Corporation
or Roche as such director, officer or employee deems appropriate under the
circumstances in his sole discretion, and no such director, officer or employee
shall be Liable to the Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary
duty or duty of loyalty or failure to act in (or not opposed to) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by reason of
the fact that (i) such director, officer or employee offercd such corporate
opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not communicate
information regarding such corporate opportunity to the Corporation or (ii) Roche
pursues or acquires such corporate opportunity for itself or directs such corporate

opportunity to another person or does not communicate information regarding
such corporate opportunity to the Corporation.
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SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any persen or entity
purchasing or otherwise acquiring any inlerest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and to have consented to the
provisions of this Article 8.

SECTION 8.05. Definitlons. For purposes of this Article 8 and Article 9
only, (i) the term “Corporation” shall mean the Corporation and all corporations,
partnerships, joint ventures, associations and other entities in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) tifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting intetests, and (ii) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, lnc. and all corporations, partnerships,
joint ventures, associations and other entities (other than the Corporation, defined
in accordance with clausc (i) of this Section 8.05) that are “affiliates” (as defined
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Inc.

SECTION 8.06. Termination: Binding Effect. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contrary, the foregoing provisions of this
Article 8§ shall expire on the date that Roche ceascs to own beneficially Common
Stock representing at least 5% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporation and no person who is a director or officer of the
Corporation is also a director or officer of Roche. Neither such expiration, nor the
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Article § nor the
adoption of any provision of this Amended and Restated Certificate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the effect of this Article 8 in respecr of any matter oceurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would acerue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal ox adoption.

SECTION 8.07. Article 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of Article 9.

ARTICLE9

SECTION 9.01, Contracts Not Void, No contract, agreement, arrangement
or transaction (or any amendment, modification ot termination thereof) between
the Corporation and Roche shall be void or voidable solely for the reason that
Roche is a party thereto, or solely because any directors or officers of the
Corporation who are affiliated with Roche are present at or participate in the




meeting of the Board of Directors or committee thereof which authorizes the
contract, agreement, arrangement, transaction, amendment, modification or -
termination or solely because hig or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement or transaction (or any amendment,
modification or termination thercof) shall be governed by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law. For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporation” and “Roche" have the meanings set forth in Section 8.05.

SECTION 9.02. Quorum. Directors of the Corporation who are also
dircctors or officers of Roche may be counted in determining the presence of a
quorum at a meeting of the Board of Directors or of a committee that authorizes
or approves any such contract, agreement, arrangement or transaction (or
amendment, modification or termination thercof). Outstanding shares of Common
Stock owned by Roche may be counted in determining the presence of a quorum
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

SECrioN 9.03. No Liability For Good Faith Actions. Neither Roche nor
any officer or director thereof shall be liable to the Corporation or its stockholders
for breach of any fiduciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not
opposed 10) the best interests of the Corporation ar the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of divector thereof
in good faith takes any action or exercises any rights or gives or withholds any
consent in connection with any agreement or contract between Roche and the
Corporation. No vote cast or other action taken by any person who is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person in his capacity as a director of this Corporation, shall constitute an
action of or the exercise of aright by or a consent of Roche for the purpose of any
such agreement or contract.

SECTION 9.04. Deemed Consent by Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and to have consented to the
provisions of this Article 9.

SECTION 9.05. Contracts Covered. For purposes of this Article 9, any
contract, agreement, arrangement or transaction with the Corporation or any
corporation, partnership, joint venture, association or other entity in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstandiing voting stock, voting power or similar voling interests shall be deemed
to be a contract, agreement, arrangement or transaction with the Corporation.




SECTION 9.06. Binding Effect. Neither the alteration, amendment, change
or repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reduce the
effect of this Asticle 9 in respect of any malter occurring, or any cause of action,
suit or claim that, but for this Article 9, would accrue or arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8. The provisions of this Article 9 are in addition to
the provisions of Article 8.

10




IN WITNESS WHEREOQF, this Amended and Restated Certificate of
Incorporation, having been duly adopted in accordance with Sections 242 and 245
of the General Corporation Law of the State of Delaware and by the writlen
consent of the sole stockholder ol the Corporation in accordance with Section 228
ot the General Corporation Law of the State of Delaware, has been executed this
22nd day of July, 1999.

GENENTECH, INC.

By: [s/ Stephen G. Juelsgaard
Name: Stephen Q. Juclsgaard
Title: Senior Vicc President,
General Counsel and Secretary

11




pmaﬁ[le

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware

the seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State
No. 0265284

Seal/Stamp: 10. Signature:

NI )éém.w Wenoasn)

Scorctary of State




Deelcvware ...

The ‘First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5
O'CLOCK P.M.

Harriet Smith Windsor, Secretary of State

2112549 AUTHENTICATION: 4212781

050823723 DATE: 10-07-05



SECKETANY Vb LUAle
DIVISION OF CORPORATIONS
FILED 05:00 BPM 0571572000

001245251 - 2112549

CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the Statc of Dclawarc.

‘DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling 2
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting

forth the proposed amendment is as follows;

RESOLVED. that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Scction 4.01(a)” of the Article thereof numbered **4”” so that, as amended,
sald Section of said Article shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock”). Six hundred million (600,000,000) shares shall be designated common
stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™). The Common Stock of the
Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH: 'That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Certificate of Amendment to be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Otficer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

By: ML&W‘M

Name: Stephen G. Juelsgaard
Title: Senior Vice President, @gne
and Sccrctary

15841
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:

has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State
(ertified
at Dover, Delaware

the seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265285

Seal/Stamp: 10. Signature:

Mot M s,

Secretary of State
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Delaware ...

The ‘First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05

O'CLOCK P.M.

AN
R )
ARGADA DRSS

Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 4212782

2112549

050823723 DATE: 10-07-05
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CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and existing under and by vinue of the General
Corporation Law of the State of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restaied Ceruficae of
Incorporaiion of said corporation, declaring said amendment (0 bk advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution seuing
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Centificate of Incorporation of tnis corporation be
amended by changing ~Section 4.01(a)” of the Aricle thereof numbered 4" so that, as amended,
sdid Sccuon of suid Article shall be aud read as follows:

“Section 4.0). Capiral Stock. (a) The Corporation is authoriz2d 10 issue
two classes of stock 1o be designated, cespecuvely, prefemred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 10 issue is
one billion three huadred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000} shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock™).  One billion two hundred million (1,200,000,000)
shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share (“Common
Stock™). The Common Stock of the Corporation shall be all of one clas:.™

SECOND: That thereafter, pursuant 1o resolution of ity Board of Directors. the regular meetng
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Secuon 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by sratute were vored in favor of the amendment.

THIRD: That suid ymendment was duly adopied in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporanion Law of the Stute of Deluware.

FOURTH: That the cupital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendrent.

lN WITNESS WHEREQF, said Genentech, Inc. has caused this Certificute of Amendment 10 be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Anthorized Officer, this 10th day of May, 2001.

GENENTECH, INC.

By: m\/%\%ﬂ TANCL

Name: Stephen G. Juelsgaara
Tule.  Senior Vice President, Gc.m.rdl Counsr:l
and Secretary ; Ak SEITA4E) m'chcu. 0 DE BOGOTA
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware

the seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

Seal/Stamp: 10. Signature:

Secretary of State

YCRCULO DE BOGOTA
:QUE-LA FOTOCOPIA

WE TENIDO A LA VIBTAZ,
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 07:39 PM 04/16/2004
040281669 — 2112549

CERTIFICADO DE TERCERA MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
al Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando que dicha modificacion era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacion para la consideraciéon de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacion es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de
esta corporacion se modifique cambiando "Seccion 4.01 (a)" del Articulo numero

“4" para que una vez modificada dicha Seccion y dicho Articulo se lea como sigue:

"Seccion 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacién esta autorizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas: accion preferencial y
accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

Corporacion esta autorizada para emitir es de tres mil cien millones

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor e Interpetre Oficial
Inglés Espadol lnglés
Reselucién Minjustigis No. 0920
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
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COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, A.D. 2004, AT 7:39

O'CLOCK P.M.

ARGADARERS

Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 4212783
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State of Delaware
Secretary of State
Division of Corporations
Delivered 07:44 PM 04/16/2004
FILED 07:39 PM 04/16/2004

CERTIFICATE OF THIRD AMENDMEN'[SRV 040281669 - 2112549 FILE
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech. Tne..  corpuration organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the State of Delaware,

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
furth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered *4” so that, as amended,
said Scction of said Article shall be and read as follows:

Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issue two classes of stock to be
designated, respectively, preferred stock and common stock. The total number of shares which the
Corporation is authorized to issue is three billion one hundred million (3,100,000,000) shares. One hundred
million (100,000,000) shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share ("Preferred
Stock"). Three billion (3,000,000,000) shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share
("Common Stock™). 'The common stock of the Corporation shall be all of one class.

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockhalders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 227 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section
242 ol the General Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOT, said Genentech, Inc. has caused this Third Certificate of Amendment
te be signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 16th day of April, 2004.

GENENTECH, INC.

o ST L. Q.

B
Nume: Stephen G. Juelsgaard
Tile:  Exccutive Vice President, General Counsel |

and Secretary

#]S3087
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—— Espectio medido
St 0 ajurtes

e Ajtiste de Val hoja- B¢
e Ajtste de Val hofa- €

= Ajuste de Val ol azar- ic

— Apste de \'al al azai - iC

70 & 50 P 30 0 10 70 @ 5 0 % 0 10
Desplazamiento Quimico ¢’ (ppin) Desplazamiento Quimico 11 C* (ppm)
B)
PBS C2 de ratén
Resonancia % Intensidad % Intensidad
& 1SO (ppm) FWHH (Hz) Integral 4 ISO (ppm) FWHH (Hz) Integral
Val CB -hoja 32.60 479 81.7 33.09 366 53.5
Val CB -al azar 30.27 200 183 30.27 340 46.5

A)La comparacion del espectro de CPMAS 13 C y los ajustes para U-13 C Tyr
10 y Val 12 marcaron fibras amiloides $1-42 incubadas con PBS (izquierda,
como control), o ACI-7-C2 (derecha) durante 24 hrs y luego se liofilizo. Los
ajustes para las dos conformaciones de Vall2 C} se muestran en verde (hoja)
y azul (enrollamiento al azar). El pico a ¢33 ppm corresponde a la
conformacion de hoja beta de las fibras mientras que a 30ppm es un resultado
de la conformacion de enrollamiento al azar.

B)Comparacion de los parametros ajustados para las dos conformaciones de
Vall2 Cp . Los desplazamientos quimicos ajustados son muy similares pero
las intensidades integrales son muy diferentes, reflejando una reduccion en la
conformacion original de hoja beta por aprox. 35% (1-(53.5/81.7)). Esto
corresponde muy bien con el valor obtenido de la medida de fluorescencia

FIG. 7
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GGAT CCT CTAGATTGAG CT TTC TGGGG CAGGC CAGGC CT GAC CT TGG CT GGG GG CAG GG AGG GG GCTAA GGT GA 0GC AG GTG GCGCCAG CCAGG TGCACA
n ; " " 1 + I " 1 N " 4

T T + T + T t T T T T T
CCTAGGAGATCT ARA CTCGAAAG ACCCCGT COGGT COGGA CTGGAACCGA CCCCCGTC CCTCCCCOGATT CCACT GOG TCCAC CGOGG TCGGT CCACG TG T

CCCAATG CCCATGACGCCCAGACACTGGACCCT GCATGGA CCATCGCGGATAGAC ARG AR COGAG GGG CC TCT GCGCC CTGGG CCCAGCT CTGTCCCACAC
4 s " N : N 4 4 " + "

t + t t 1 u + + + t
GGGT TACGGGTACT CGGGT CTG TGACCTGGGA OG TAC CT GGT AG OGC CTATC TG TTC TT GGC TC CCCGG AGA 0G 0BG GA CCCGGGTCGAGAC AGGGT GTG

OGOGGTCACATGGCACCAC CTC TCTTG CAGCT TC CAC CAAGG GC CCATCOGT CT TCC CCCTGGCGCCCT GCT CCAGA TCGAC CT COGAGAGCACAGCOGC
' " + + + 4 + " L ' N s s + N

+ + + t + + + + + t
GCGCCAGTGTACOG TGG TGGAG AGAACGT OGAAG GTGGT TCC OGGETAGGCAGA AGG GG GACCG OGG GA CGA GG TCT AGCTG GAGGC TCTOG TG TCGGCG

IASTKGPSVPPL%H‘PCSRSTSESTAA

ccmmcrsccrcmmmmcmmcccmmccscrmc&:mmmcmcrcmmcccmmmoccosmcmncmctUa’acrcrccm

mmcmacmaccmmmmmcccccncccmmcc,\cnscmm‘rc&srcmcacsncmmcscmucmmcmcccccmcmcm
LGCLVKDYFPEPVTVS"':#NSGALTSGVHTFPAVL
1
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Mapeo del epitope hC2_NC_20060505
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Figura 1. hC2 se une a los péptidos 12, 13, 1415y 16 de la libreria de péptidos A[3 1-42

La union de hC2 a los péptidos de Af3 1-42 que se sobreponen se analizo mediante ELISA. La union a la A3 1-42 completa y
Ia union de un anticuerpo quimeérico de que no se une (anticuerpo control) se utilizaron como controles positivos v negativos,
Respectivamente. El namero del péptido corresponde  al aminoacido en la secuencia de AP 1-42 en donde inicia el péptido.
Los resultados se expresan como OD

Mapeo del epitope hC2_NC_20060519

p12-20 A12 A13 A4 A15 A16 A17 A18 A19 A20 p 142

Péptido

Figura 2. La union de hC2 a Af} 12-20 depende completamente de los aa 16, 1719y 20 v depende parcialmente de los aa 14
15y 18

La union de hC'2 a Ap 12-20 v la AP 12-20 sustituida con alanina se analizaron mediante ELISA. La union a la Af 1-42
completa se ulilizo como control positivo. El nimero corresponde al aminodcido que esta sustituido con alanina. Los

resultados se expresan como OD

Mapeo del epitope hC2_NC_20060925-26

. | ——

p13-21  p13-21G21  p14-22 p14-22A22 p1523 p15-23A23 1-42

numero de peptido

Figura 3. La union de hC2 a AP 15-23 depende del aa 23 y depende ligeramente del aa 22.
Launion de hC2 a A 13-21 y la AP 14-22 0 15-23 v a 13-21G21. 14-22A22 o 15-23A23 se analizo mediante ELISA.
La union a la AP 1-42 completa se utilizo como control positivo. Los resultados se expresan como OD.
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TRADUCCION OFICIAL No. 2008-08-13-587
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en espafiol.

Certificado Notarial, documento escrito en inglés y en espafiol.




Atestacion

Yo, el suscrito notario publico de Basilea, Suiza, Dr. Ronald M. Miiller, por el
presente certifico que las firmas adjuntas al presente son las firmas auténticas del
Profesor Andrea Pfeifer, ciudadano aleman, residente en Saint-Légier-La Chiésaz,
Suiza, y del Dr. Andreas Muhs, ciudadano aleman, residente en Pully, Suiza,
ambos actuando por AC Immune SA, en Ecublens/VD, Suiza, una compafia
debidamente constituida y legalmente existente bajo las leyes de Suiza, con
oficina registrada en Parc scientifique EPFL, PSE-B en Ecublens/VD, evidenciado
por un resumen del registrador comercial, Profesor Andrea Pfiefer registrado como
“directora”, Dr. Andreas Muhs, registrado como “director’, ambos con firma

conjunta por AC Immune SA, ambos teniendo suficiente autoridad para ejecutar el

poder anterior.

La autenticidad de las firmas fue establecida por medio de comparacion.
Basilea, Suiza, este dia 23 (veintitrés) de julio de 2008 (dos mil ocho).

Oblea notarial.

Leg. Prot. No. 907/2008 (firma: ilegible)
Dr. R. M. Miller

Notario




APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1 Pais: Suiza
Este documento oficial
ha sido firmado por (ilegible)
actuando como (ilegible)
y certificado por el sello de (ilegible)

Certificado
5. en Basilea 6. el dia 23 de julio de 2008
7. por la Cancilleria de Estado del Cantén de la Ciudad de Basilea
8. No. 6'614/11'100
9. Sello/Estampilla 10.  Firma: ilegible
Sello de la Cancilleria de Estado Heidi Fischer

Autenticacion de firma No. 092 en el Consulado de Colombia en Berna.

dugﬂo ﬁegun mi mejor saber y entender, este dia 13 de agosto de 2008,
Nde Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

en la cfﬁbi\
Res. 2177 de\1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL
LES, 217789 MINJUSTICEA

ITAESCOBARDE TAMAYO

asid SINOIOY 5




" Los @vajo firmados,

/4( L”‘?m e fﬂ.’[}

con domicilio en

FIPF] - /Jf[ ITersd B,,
CH - 707S Lovcanae, Jileetanc/

" npombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
'GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
 y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
~ - Colomnbia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83. piso 6o., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o, del articulo 543 del decreto 410 de

1971.

~ Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para

resentarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policla, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursas Yy presentar desistimientas; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de Jas
solicitudes, presentar oposiciones Yy apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los
tribunales, quedan facultados para tomar

rvencion como demandantes o demandados ante
os jueces que sean competentes, pudiendo transar,
someter a drbitros, desistir, percibir y apelar, con
todas las demas facultades que resulten necesarias,
y por el presente declaramos desde ahora valido y
bueno . cuanto dichos representantes y/o los
apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren
en nuestro beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/lo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, parg
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
" nuestro.

Dado y firmado

The undersigned,

A[ /f‘V‘?(.;‘ﬂf. 5-/7’
."(liomiciled at

EPFL - PIE IS g i3
CH = 7078 Lauigane, fé...,'/ecf/[(,,(/

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and}or ‘
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE. ALVAREZ, ' of
Bogota, Colombia, with offices in said town, Caile 72 .
No. 5-83, Sixth Floor, our frue: and 1egal "
representatives in Bogotd, with power. to receive
notifications and to appoint judicial or extrajudicial
agents, so as to comply with paragraph 10. of article

543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO ;
TAMAYQ and/or IGNACIO SANTAMARIA andlor
ENRIQUE ALVAREZ, 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 file
pefitions, -declarations, claims, recourses and
withdrawals, to draw up specifications; to file
amendments, to limit the scope of applications,. file
oppositions; file cancellations total or partially waive
registrations, to pay all installments and .effect all
other payments prescribed by law; to receive proper
receipts, to comply with all other requirements and, in
shont, fo take all those measures which they may
deern fit for the 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 comp|ainants 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 all such
further powers_as may be reqmred and we hereby

: deg oA i‘\-; s-valid and good all that said

\%ﬁ%é&ﬁi A

igleiatashcy

( ! A

AN AN EEENRIGUE ALVAREZ; to apply-
for protoc zalion o»_thls document and of any- power
of attorney By any one of them conferred in our
name, before the Office of Industrial Property.

ay

?Hf/ft(? ,c;lr'f,rfrr CEE /",, /_{t i ) /“/n §
NOTA RY SHOULD EXEGUTE OTHER SIDE ex
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Given and signed this




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estado
Ciudad
Hoy de de 200 , comparecio
, aquien conozco y
de quien me consta que firmo el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles
de
. la compafla hombrada en
© el documento que antecede, una sociedad
debldamente organizada y existente conforme a las
leyes del Estado de ;
, domiciliada en la ciudad de
; Condado de

Estado.de ' '
legalmente constituida para un perfodo de duracién
que ain no ha terminado, que ejerce su objeto
social, conforme a las leyes del Estado  de

‘gue el declarante est4d autorizado por dicha
- Compariia para conferir este poder; que el sello
estamnpado por él al pie de tal poder, en nombre y en
representacién de la expresada Compafifa, es el
sello oficial de ella; y que el objeto para el cual se
confiere este instrumento estd comprendido dentro
del de la sociedad.

El suscrito Notario ha visto los Eslalutos de
incorporacién firmados en

Estado de , con fecha v ¥
cerfifica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado la anterior declaracion juramentada es
prueba suficiente de que los hechos sobre que ella
versa son cierlos o verdaderos, de lo cual da fe,

Notary Public (Notatio Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Stale
City
On this day of
personally
came .
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he I3 the
of

, the company named
within, a Corporation organized and existing under
the laws of the State of . ,
domiciled at the City of i
County of . State of

4

, 200

, legally constituted for a period
of tenure not yet expired, which. exercises its
corporale purposes according to the laws of the State
of : | C o ithatd
deponent is authorized by said Company to ct
this power of attorney; that the seal affixed hereun.
by the deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that
the purpose for which this instroment is granted is
included within the corporate purposes of the
Company. o
The undersigned Notary Public has seen the arficles
of Incorporation of said Corporation executed at

, State of , under dale of

, and hersby

certifies that under the laws of said State the
foregoing acknowledgment is sufficient proof thal the
facts therein contained are true, which he attests.



Colombia - Suiza

19082008
Consulado de Colombia
Berna

AUTENTICACION DE FIRMA No. 92

BERNA, 29 DE JULIO DEL 2008

El suscrito Segundo Secretario Encargado
de las Funciones Consulares de la Embajada de la Republica de

Colombia

CERTIFICA

Que la sefora HEIDI FISCHER, que autoriza el pfesente documento,
ejercia legalmente en la fecha expresada, las funciones de Oficial de la
Cancilleria de Estado del Canton de Basilea y que la firma y sello que en
el documento aparecen como suyos, son los que usa y acostumbra en
sus actos oficiales, de acuerdo con el registro que se lleva en este

Consulado.

El suscrito Segundo Secretario Encargado de las Funciones Consulares
de la Embajada, no asume responsabilidad alguna por el contenido del

documento autenticado.
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Attestation

I, the undersigned notary public of Basel, Switzerland, Dr. Roland M. Miiller, certify
herewith that the signatures attached- heretofore are the genuine signatures of Prof,
Andrea Pfeifer, German citizen, residing in Saint-Légier-La Chiésaz, Switzerland, and
Dr. Andreas Muhs, German citizen, residing in Pully, Switzerland, both acting for AC
Immune SA, in Ecublens/VD, Switzerland, a company duly organized and legally
existing under the laws of Switzerland, with registered seat at Parc scientifique EPFL,
PSE-B in écublens/VD, evidenced by an extract from the register of commerce, Prof.
Andrea Pfeifer registered as "directrice", Dr. Andreas Muhs registered as "directeur",

both with joint signature for AC Immune SA, both having sufficient authority to execute
the above power of attorney.

The authenticity of the signatures was established by means of comparison.

BASEL, Switzerland, this 23 (twenty-third) day of July 2008 (twothousandandeight).

Leg.Prot.Nr. . JOZ /2008

e //? Z’; J
At Ao )

Dr. R.M. Miiller
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TRADUCCION OFICIAL No. 2009-03-31-206
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
ha sido firmado por T. Lawrence
actuando como Funcionario que Certifica
lleva el sello/estampilla de la Oficina de Patentes y Marcas
Certificado
en Washington, D.C. 6. el dia 5 de febrero de 2009

por el Funcionario Asistente de Autenticaciones, Departamento de Estado
de los Estados Unidos

No. 09012904-1

Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)
Sello del Departamento de Estado Sonya N. Johnson
Estados Unidos de América

TRADUCTORA QFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

(O

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN ESTOS PRESENTES:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

02 de febrero de 2009

POR EL PRESENTE SE CERTIFICA QUE ANEXA AL PRESENTE SE
ENCUENTRA UNA COPIA FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE
UN DOCUMENTO REGISTRADO EL 10 de diciembre de 2007.

Sello del Departamento de Comercio  Por Autoridad del

Oficina de Patentes y Marcas de los  Subsecretario de Comercio para

Estados Unidos Propiedad Intelectual y Director de la
Oficina de Patentes y Marcas de los

Estados Unidos

(firma: ilegible)
T. LAWRENCE

Funcionario que Certifica

[§=]



| Formato PTO-1595 (modificado)
(Rev 6-93)

Exp. No. 089667-0103
Departamento de Comercio de los EU

Oficina de Patentes y Marcas

CARATULA DE REGISTRO
PATENTES UNICAMENTE

Para el Director de la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos: Por favor registre

los documentos originales adjuntos o copia de los mismos.

1. Nombre de la parte(s) que transfiere:
Ryan WATTS

¢,Se adjunta nombre(s) adicional de la parte

que cede? NO

2. Nombre y direccion de la parte(s) que recibe:
GENENTECH, INC.
1 DNA WAY
SOUTH SAN FRANCISCO, CA 94080-4990
¢,Se adjuntan nombre(s) & direccion adicionales:

No

3. Naturaleza del traspaso:

Correccion al Traspaso Previamente

Registrado en Reel 020115, Frame 0504 el
14 de noviembre de 2007
Fecha de Ejecucion: 21 de agosto de 2007

Nombre(s) & direccién adicionales:

[1si X No

solicitud es:
A. Numero(s) de Solicitud de Patente:
60/943.289

4. Numero(s) de solicitud o nimero(s) de patente:

Si este documento se presenta junto con una nueva solicitud, la fecha de ejecucion de la

B. Namero(s) de Patente:

&Se adjuntan numeros adicionales? NO

5. Nombre y direcciéon de la parte a quien
debe correspondencia
relacionada con este documento: (Fax 202
672 5389)

se le

enviar

6. Numero total
comprendidas: 1

7. Total derechos (37 CFR 3.41): $40.00

de solicitudes/patentes

Cheque Adjunto




'Richard C. Peet
FOLEY & LARDNER LLP
Washington Harbour

3000 K Street NW, Suite 500
Washington, D.C. 20007-5143

>

Autorizado para ser cargado a la cuenta de
Crédito
Autorizado para ser cargado a la cuenta de

deposito

8. Informacién de Pago

a. Tarjeta de Crédito Ultimos 4 Nameros 5962
Fecha Expiracion 11/30/2008

b. Numero de la cuenta de deposito  19-0741

Nombre del Usuario Autorizado

NO UTILICE ESTE ESPACIO

. Declaracion y firma.
Segun mi mejor saber y entender, la informacién anterior es fiel y correcta y cualquier copia

adjunta es una copia fiel verdadera del documento original. EI Comisionado por el presente
esta autorizado para cargar cualquier derecho de registro adicional que se requiera en este

asunto a la cuenta de depdsito anteriormente identificada.

Richard C. Peet (firma: ilegible) 11/10/07

Nombre de la persona que firma Firma Fecha

Numero total de paginas incluyendo caratula, anexos y documento: 9

PATENTE
700352940 REEL: 020229 FRAME: 0871



11/14/2007
700350304
Formato PTO-1595 (modificado) Exp. No. 069667-0103

(Rev 6-93) Departamento de Comercio de los EU

Oficina de Patentes y Marcas

CARATULA DE REGISTRO
PATENTES UNICAMENTE

Para el Director de la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos: Por favor registre

los documentos originales adjuntos o copia de los mismos.

1. Nombre de la parte(s) que transfiere: 2. Nombre y direccion de la parte(s) que recibe:
Ryan J. WATTS GENENTECH, INC.
1 DNA WAY
¢, Se adjunta nombre(s) adicional de la parte SOUTH SAN FRANCISCO, CA 94080-4990
que cede? NO ¢,Se adjuntan nombre(s) & direccion adicionales:
No
3. Naturaleza del traspaso:
TRASPASO Nombre(s) & direccion adicionales:
Fecha de Ejecucion: 21 de agosto de 2007 ] si No

4. Numero(s) de solicitud o numero(s) de patente:

Si este documento se presenta junto con una nueva solicitud, la fecha de ejecucion de la
solicitud es:

A. Numero(s) de Solicitud de Patente: B. Numero(s) de Patente:
60/943.289

¢.Se adjuntan nimeros adicionales? NO

5. Nombre y direccion de la parte a quien|{6. Nuamero total de solicitudes/patentes

se le debe enviar correspondencia|comprendidas: 1




relacionada con este documento: (Fax 202 |7. Total derechos (37 CFR 3.41): $40.00

672 5389) Cheque Adjunto

Richard C. Peet X Autorizado para ser cargado a la cuenta de
FOLEY & LARDNER LLP Crédito

Washington Harbour Autorizado para ser cargado a la cuenta de
3000 K Street NW, Suite 500 depdsito

Washington, D.C. 20007-5143

8. Informacion de Pago

a. Tarjeta de Crédito Ultimos 4 Numeros 3566
Fecha Expiracion 12/31/2009

b. Numero de la cuenta de depésito  19-0741

Nombre del Usuario Autorizado

NO UTILICE ESTE ESPACIO

9. Declaracion y firma.
Segun mi mejor saber y entender, la informacién anterior es fiel y correcta y cualquier copia
adjunta es una copia fiel verdadera del documento original. El Comisionado por el presente

esta autorizado para cargar cualquier derecho de registro adicional que se requiera en este

asunto a la cuenta de depdsito anteriormente identificada.

Benjamin A. Berkowitz (firma: ilegible) 11/13/07
Reg. No. 59.349
Nombre de la persona que firma Firma Fecha

Nuamero total de paginas incluyendo caratula, anexos y documento: 2

PATENTE
REEL: 020229 FRAME: 0872



Expediente No. PR2470-2
TRASPASO

POR CUANTO, Ryan J. Watts, un ciudadano de los Estados Unidos de
América, residente en 524 Yale Drive, San Mateo, CA 94402 (en adelante

“CEDENTE”), ha inventado una invencion nueva y util en

ANTICUERPO HUMANIZADO CONTRA BETA AMILOIDE

para la cual ha presentado una solicitud No. Serial 60/943.289 (Expediente No.
PR2470-2) para Patente de Invencion el 11 de junio de 2007; y

POR CUANTO, GENENTECH, INC., una sociedad organizada y existente bajo
y en virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene un lugar de negocios en
1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990, desea adquirir un

interés en y de dicha invencion, y en y de las Patentes de Invencion para ser
obtenido por lo tanto;

AHORA, POR LO TANTO, sépase por todos a quienes concierna;

Que por una contraprestacion buena y valiosa el recibo de lo cual se
reconoce por el presente, dicho CEDENTE ha y por el presente vende, cede,
transfiere y traspasa a GENENTECH, INC., sus sucesores y cesionarios, todo el
derecho, titulo e interés exclusivo incluyendo todos los derechos bajo la
Convencion de Paris para la Proteccion de Propiedad Industrial, en y de dicha
invencion, y en y de cualquiera y toda Patente de Invencién para ser otorgada y
expedida por lo tanto y cualquier continuacién, division, renovacion, o sustituto de

la misma, y en cuanto a Patentes de Invencién cualquier reexpedicion o reexamen



de la misma, no unicamente para, y en los Estados Unidos de América, sus
territorios y posesiones, pero para, y en todos los otros paises; y ha sido y por el
presente esta autorizado y solicita que las agencias gubernamentales apropiadas

expidan dichas Patentes de Invencion a GENENTECH, INC., de conformidad con
este Traspaso.

Dicho CEDENTE conviene y acuerda cooperar con GENENTECH, INC.,
para permitir que GENENTECH, INC. disfrute hasta el limite completo el derecho,
titulo e interés por el presente traspasado en los Estados Unidos y paises
extranjeros. Dicha cooperacion por dicho CEDENTE incluye la produccion
oportuna de los datos y documentos pertinentes, dar testimonio, ejecucion de
recursos, juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra
asistencia todo hasta donde se considere necesario o deseable por parte de
GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho, titulo e interes por el
presente traspasado; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para
presentar y procesar solicitudes para reexpedicion de cualquiera de dichas
patentes; (d) para interferencia u otro procedimiento de prioridad que comprenda
a dicha invencion; y (e) para procesos juridicos que comprendan a dicha invencion
y cualquier solicitud por lo tanto y cualquier patente otorgada sobre ella,
incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de
cancelacion, concursos de prioridad, procedimientos de uso publico, acciones de
infraccion y acciones de tribunales; siempre y cuando, sin embargo, que el gasto

incurrido por dicho CEDENTE al proporcionar dicha cooperacion sea pagado por
GENENTECH, INC.

Los términos y acuerdos de este traspaso entraran en vigencia para el
beneficio de GENENTECH, INC., sus sucesores, cesionarios Yy otros



representantes legales, y sera obligatorio para dicho CEDENTE, sus herederos,

representantes legales, y cesionarios respectivos.

Dicho CEDENTE por el presente garantiza y afirma que él no ha celebrado

y no celebrara ningun traspaso, contrato, o entendimiento que entre en conflicto
con ello.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, firmo como sigue.

South San Francisco (firma: ilegible)
Fechado: 8/21/07 Ryan J. Watts
REGISTRADO: 12/10/2007 PATENTE

REEL: 020229 FRAME: 0873

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 31 de marzo de 2009,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

~ LN b
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO

¥

&
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. No. 00017904-1

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America

This public document

has been signed by T. Lawrence

acting in the capacity of Certifying Officer

bears the seal/stamp of  Patent and Trademark Office

Certified

at Washington, D.C.

the fifth of February, 2009

by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

Seal/Stamip;

10. Signature: /{

Sonya N.J 01'%%

it
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O ALL O WHOMTHES E; PRES ENIS, SHALL, COMI:,
UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark O ffice

FFebruary 02, 2009

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY 'ROM THI
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDID ON
DECEMBER 10, 2007.

e W e

i

P el T

By Authority of the
Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office

’\\P ' @Q&N\)\Qm% \

T. LAWRENCE
Certifying Officer
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97 11:25 FAX [003/008

';!] Atty. Dkt. No. 089667-0103

D-1585 (madlifica) U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE

RECORDATION FORM COVER SHEET P s T 08t
PATENTS ONLY

lhe Director of the United States Patent and Tradamark Qffice: Please record the allached original documents or copies thereof.

_f'ne of conveying party(ies): 2. Name and address of receiving party(ies):
"tyan WATTS
f
! GENENTECH, INC.
1 DNA WAY

SOUTH SAN FRANCISCO, CA 94080-4990

/Additional conveying party(ies) NO
i Nature of conveyance:
rrection to Assignment Previously Recorded on
Reel 020115, Frame 0504 on November 14, 2007
Execution Date:

August 21, 2007 Additional name(s) & address(es) attached?  NO
. Application number(s) or patent nurnber(s):

| Ifthis is being filed together with a new application, the execution date of the application is:
A. Patent Application Number(s): B. Palent Number(s):

60/943,289

Additional numbers attached? NO

B

5. Name and address of party to whom correspondence et : ;
conceming document should be Faxed: (202 672 5399) 8. Total number of applications/patents involved: 1

7. Total fee (37 C.F.R. § 3.41): $40.00

« Richard C, Peet
FOLEY & LARDNER LLP
Washington Harbour

Check Enclosed
X Authorized to be charged to credit card
Aulthorized to be charged to deposit account

3000 K Street NW, Suite 500
Washington, D.G, 20007-5143 8. Payment Information

a, CreditCard Last4 Numbers 5962
Expiration Date  11/30/2008

b. Deposit account number 19-0741
Authorized User Name
DO NOT USE THIS SPACE ’

9. Statement and signature:
To the best of my knowledge and belief, the foregoing information is true and correct and any attached copy is a true

copy of the original document, The Commissionar is hereby authorized to charge any additional recordation fees which may
be reqtiired in this matter to the above-idenbified deposit g¢count.

Richard C. Peet Wiia Ad-
’ !

Name of person signing Signalure Date

Total number of pages including cover sheet, attachments, and document: 9

PATENT
-2148226.1700352940 REEL: 020229 FRAME: 0871




[#008/009

Alty. Dkt No. 089667-0103

a? 11:26 FAX
' ) 11/14/2007
i 700350203
meﬂ (modified) U.8. DEPARTMENT OF COMMERCE
) RECORDATION FORM COVER SHEET Pomal #0d Ttk Ol
PATENTS ONLY
to the Director of the United Statas Patenl and Trademark Office: Please record tha attached arginal documents or copies thersol.
2. Name and address of recelving party(ies):
GENETECH, INC.

'Nama of conveying party(ics):
| Ryan J. WATTS

NO

;

[ Additlonal conveying party{les)

3. Nature of conveyance:
ASSIGNMENT

Execution Date:
August 21, 2007

1 DNA Way, South 6an Francisco
Gallfornin 94080-4990

Additional name(s) & address(es) ettached?  NO

4. Application number(s) or palant number(s):

A. Patent Application Number(s):
' 60/943,289

|
If this k& baing filed togathar with a new application, the execution date of the application 1a!
B. Patant Numbert{s):

Additional numbera attached? NO
6. Total number of applications/patents nvalved:

1
$40.00

[ 5. Name and address of party in whom camrespondence
| canceming document should be mailed;

Richard C. Peet
i FOLEY & LARDNER LLP
! Waahington Harbour
3000 K Strust NW, Sults 600
Washington, D.C. 20007-5143

7. Total fee (37 C.F.R. § 3.41):

Chack Enclosed
X Authorized to be charged to cradit card

Aulhgrized k be charged (o deposit account

8. Payment Information

Cradit Card Last 4 Numbers 3566
Explration Date  12/31/2008

b.  Deposil account number 19-0741 .
Authorized User Name

DO NOT USE THIS 8PACE

be required In this matter to the ahove-identified deposit account.
b O
Date

9. Swtement and signature;
To the best of my knowledge and bellef, the foragolng informabon I true and correct and any stteched oopy is a true
copy of the orginal document, The Commizsioner Is hereby authortzed to charge any additional recordation fees which may

II,HID‘,

T 4

Signature

Benjamin A. Berkowitz
Reg. Na. 63,349
Name of parson signing

Total number of pages including covar sheel, atlachmenta, and document: 2

H_2116380.1

PATENT

REEL: 020229 FRAME: 0872
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711:26 FAX #009/009

Dacket No. PA2470-2

ASSIGNMENT

WHEREAS, Ryan J. Watts, a citizen of Unitad States of America, residing at 524 Yale Drive,
San Mateo, CA 94402 (hersinafter "ASSIGNQOR"), has invented a new and useful invention in

HUMANIZED ANTIBODY

for which an application Serial No. 60/943,2B9 (Docket No. PR2470-2) has been filed by him for Letters
Patent on June 11, 2007; and

WHEREAS, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and by virtue of the
laws of the State of Delaware, having a place of busingse at 1 DNA Way, South San Francisco,

California 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and in and to the

Letters Patents to be obtained therefor;
NOW, THEREFQRE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowladgsd, the said
ASSIGNOR have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC,, its
successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the Paris
Convention for the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any and all
Letters Patents to he granted and issued theretor or any continuation, division, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and in the
Unlted States of America, its territorigs and possessions, but for, to and in all other countries; and it has
been and is herehy authorized and requested that the appropriate government agencies issue said Letters

Patents to said GENENTECH, INC,, in accordance with thia Assignment.

Said ASSIGNOR covenants and agrees to cooperate with GENENTECH, INC., to enable said
GENENTECH, INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the
United States and fareign countries. Such cooperation by said ASSIGNOR includes prompt production

of pertinent facts and documents, giving of testimony, exacution of petitions, oaths, specifications,
declarations or other papers, and other assistance all to the extent deemed necessary or desirable by

said GENENTECH, INC., {a) for perfecting the right, title and interest herein conveyed; (b) for
prosecuting any of said applications; {¢) for filing and prosecuting applications for reissuance of any of
said patents; (d) for interference or other priority proceedings involving said invention; and {e) for legal
proceadings involving said invention and any applications therefor and any patents granted thereson,
Including without limitation opposition proceedings, cancellation proceedings, priority contests, public
uge proceedings, infringement actions and court actions; pravided, however, thet the expense incurred
by said ASSIGNOR in providing such cooperation shall be paid for by said GENENTECH, INC.

The terms and covenanis of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH, INC.,
its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said ASSIGNOR, their

respective heirs, legal representatives and assigns.

Said ASSIGNOR hereby warrants and represents that he has not entered and will not enter into
any assignment, contract, or understanding in conflict herewith.

IN WITNESS WHEREOQF 1 undersign as follows;
e
South San Francisco / i
Ryan/J. 1ts
Dated: 7 zf J &7
| PATENT

RECORDED: 12/10/2007 REEL: 020229 FRAME: 0873




TRADUCCION OFICIAL No. 2009-03-31-207
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
ha sido firmado por M. K. Carter
actuando como Funcionario que Certifica
lleva el sello/estampilla de la Oficina de Patentes y Marcas
Certificado
en Washington, D.C. B. el dia 16 de marzo de 2009
por el Funcionario Asistente de Autenticaciones, Departamento de Estado
de los Estados Unidos
No. 09017120-3
Sello/Estampilla 10. Firma: (ilegible)
Sello del Departamento de Estado Fernesia T. Crawford

Estados Unidos de América

TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

COLT .
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN ESTOS PRESENTES:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

10 de marzo de 2009

POR EL PRESENTE SE CERTIFICA QUE ANEXA AL PRESENTE SE
ENCUENTRA UNA COPIA FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE
UN DOCUMENTO REGISTRADO EL 13 de diciembre de 2007.

Sello del Departamento de Comercio  Por Autoridad del

Oficina de Patentes y Marcas de los  Subsecretario de Comercio para

Estados Unidos Propiedad Intelectual y Director de la
Oficina de Patentes y Marcas de los
Estados Unidos

(firma: ilegible)
M. K. CARTER

Funcionario que Certifica



Formato PTO-1595 (modificado)
(Rev 6-93)

Exp. No. 089667-0109
Departamento de Comercio de los EU
Oficina de Patentes y Marcas

CARATULA DE REGISTRO
PATENTES UNICAMENTE

Para el Director de la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos: Por favor registre

los documentos originales adjuntos o copia de los mismos.

1. Nombre de la parte(s) que transfiere:
Ryan WATTS

¢, Se adjunta nombre(s) adicional de la parte

que cede? NO

2. Nombre y direccion de la parte(s) que recibe:
GENENTECH, INC.
1 DNA WAY
SOUTH SAN FRANCISCO, CA 94080-4990
¢ Se adjuntan nombre(s) & direccion adicionales:
No

3. Naturaleza del traspaso:
Correccion al
Registrado en Reel 020115, Frame 0516 el
14 de noviembre de 2007

Fecha de Ejecucion: 21 de agosto de 2007

Traspaso Previamente

Nombre(s) & direccion adicionales:

[1si [X No

4. Numero(s) de solicitud o nimero(s) de patente:

Si este documento se presenta junto con una nueva solicitud, la fecha de ejecucion de la

solicitud es:
A. Numero(s) de Solicitud de Patente:
60/943.499

B. Numero(s) de Patente:

¢, Se adjuntan numeros adicionales? NO

5. Nombre y direccién de la parte a quien
debe
relacionada con este documento: (Fax 202
672 5389)

se le enviar  correspondencia

6. Numero total de solicitudes/patentes

comprendidas: 1
7. Total derechos (37 C.F.R. § 3.41): $40.00




Richard C. Peet Cheque Adjunto
FOLEY & LARDNER LLP X Autorizado para ser cargado a la cuenta de
Washington Harbour crédito
3000 K Street NW, Suite 500 Autorizado para ser cargado a la cuenta de
Washington, D.C. 20007-5143 deposito
8. Informacién de Pago
a. Tarjeta de Crédito Ultimos 4 Numeros 5962
Fecha Expiracion 11/30/2008
b. Namero de la cuenta de deposito  19-0741
Nombre del Usuario Autorizado

NO UTILICE ESTE ESPACIO

9. Declaracion y firma.

Segun mi mejor saber y entender, la informacion anterior es fiel y correcta y cualquier copia
adjunta es una copia fiel verdadera del documento original. El Comisionado por el presente
esta autorizado para cargar cualquier derecho de registro adicional que se requiera en este

asunto a la cuenta de depdsito anteriormente identificada.

Richard C. Peet (firma: ilegible) 12/13/07

Nombre de la persona que firma Firma Fecha

Namero total de paginas incluyendo caratula, anexos y documento; 9

PATENTE
700353519 REEL: 020316 FRAME: 0025




11/14/2007

700350205
Formato PTO-1595 (modificado) Exp. No. 069667-0109

(Rev 6-93) Departamento de Comercio de los EU
Oficina de Patentes y Marcas

CARATULA DE REGISTRO
PATENTES UNICAMENTE

Para el Director de la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos: Por favor registre

los documentos originales adjuntos o copia de los mismos.

1. Nombre de la parte(s) que transfiere: 2. Nombre y direccién de la parte(s) que recibe:
Ryan J. WATTS GENENTECH, INC.
1 DNA WAY
¢, Se adjunta nombre(s) adicional de la parte SOUTH SAN FRANCISCO, CA 94080-4990
que cede? NO ¢ Se adjuntan nombre(s) & direccion adicionales:
No
3. Naturaleza del traspaso: ;
TRASPASO Nombre(s) & direccion adicionales:
Fecha de Ejecucion: 21 de agosto de 2007 [] Si No

4. Numero(s) de solicitud o nimero(s) de patente:
Si este documento se presenta junto con una nueva solicitud, la fecha de ejecucion de la
solicitud es:
A. Numero(s) de Solicitud de Patente: B. Numero(s) de Patente:
60/943.499
¢ Se adjuntan numeros adicionales? NO

5. Nombre y direccion de la parte a quien|6. Numero total de solicitudes/patentes
se le debe enviar correspondencia|comprendidas: 1

relacionada con este documento: 7. Total derechos (37 CFR § 3.41): $40.00
Cheque Adjunto




Richard C. Peet

FOLEY & LARDNER LLP
Washington Harbour

3000 K Street NW, Suite 500
Washington, D.C. 20007-5143

X Autorizado para ser cargado a la cuenta de

Crédito
Autorizado para ser cargado a la cuenta de

deposito

Informacion de Pago

Tarjeta de Crédito Ultimos 4 Numeros 3566
Fecha Expiracion 12/31/2009

Numero de la cuenta de depésito  19-0741

Nombre del Usuario Autorizado

NO UTILICE ESTE ESPACIO

9. Declaracion y firma.

Segun mi mejor saber y entender, la informacién anterior es fiel y correcta y cualquier copia

adjunta es una copia fiel verdadera del documento original. El Comisionado por el presente

esta autorizado para cargar cualquier derecho de registro adicional que se requiera en este

asunto a la cuenta de deposito anteriormente identificada.

Benjamin A. Berkowitz
Reg. No. 59.349
Nombre de la persona que firma

(firma: ilegible) 11/13/07

Firma Fecha

Namero total de paginas incluyendo caratula, anexos y documento: 2

PATENTE
REEL: 020316 FRAME: 0026




Expediente No. PR2470-3
TRASPASO

POR CUANTO, Ryan J. Watts, un ciudadano de los Estados Unidos de
Ameérica, residente en 524 Yale Drive, San Mateo, CA 94402 (en adelante

“CEDENTE"), ha inventado una invencion nueva y util en

ANTICUERPO HUMANIZADO CONTRA BETA AMILOIDE

para la cual ha presentado una solicitud No. Serial 60/943.499 (Expediente No.
PR2470-3) para Patente de Invencién el 12 de junio de 2007; y

POR CUANTO, GENENTECH, INC., una sociedad organizada y existente bajo
y en virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene un lugar de negocios en
1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990, desea adquirir un
interées en y de dicha invencion, y en y de las Patentes de Invencion para ser

obtenido por lo tanto;
AHORA, POR LO TANTO, sépase por todos a quienes concierna;

Que por una contraprestacion buena y valiosa el recibo de lo cual se
reconoce por el presente, dicho CEDENTE ha y por el presente vende, cede,
transfiere y traspasa a GENENTECH, INC., sus sucesores y cesionarios, todo el
derecho, titulo e interés exclusivo incluyendo todos los derechos bajo la
Convencion de Paris para la Proteccion de Propiedad Industrial, en y de dicha
invencion, y en y de cualquiera y toda Patente de Invencién para ser otorgada y
expedida por lo tanto y cualquier continuacion, divisioén, renovacion, o sustituto de

la misma, y en cuanto a Patentes de Invencion cualquier reexpedicién o reexamen



de la misma, no Unicamente para, y en los Estados Unidos de América, sus
territorios y posesiones, pero para, y en todos los otros paises; y ha sido y por el
presente esta autorizado y solicita que las agencias gubernamentales apropiadas
expidan dichas Patentes de Invencion a GENENTECH, INC., de conformidad con

este Traspaso.

Dicho CEDENTE conviene y acuerda cooperar con GENENTECH, INC.,
para permitir que GENENTECH, INC. disfrute hasta el limite completo el derecho,
titulo e interés por el presente traspasado en los Estados Unidos y paises
extranjeros. Dicha cooperacion por dicho CEDENTE incluye la produccion
oportuna de los datos y documentos pertinentes, dar testimonio, ejecucion de
recursos, juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra
asistencia todo hasta donde se considere necesario o deseable por parte de
~ GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho, titulo e interés por el
presente traspasado; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para
presentar y procesar solicitudes para reexpedicion de cualquiera de dichas
patentes; (d) para interferencia u otro procedimiento de prioridad que comprenda
a dicha invencion; y (e) para procesos juridicos que comprendan a dicha invencion
y cualquier solicitud por lo tanto y cualquier patente otorgada sobre ella,
incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de
cancelacion, concursos de prioridad, procedimientos de uso publico, acciones de
infraccion y acciones de tribunales; siempre y cuando, sin embargo, que el gasto
incurrido por dicho CEDENTE al proporcionar dicha cooperacién sea pagado por
GENENTECH, INC.

Los términos y acuerdos de este traspaso entraran en vigencia para el

beneficio de GENENTECH, INC., sus sucesores, cesionarios y otros



representantes legales, y sera obligatorio para dicho CEDENTE, sus herederos,

representantes legales, y cesionarios respectivos.

Dicho CEDENTE por el presente garantiza y afirma que él no ha celebrado

y no celebrara ningln traspaso, contrato, o entendimiento que entre en conflicto

con ello.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, firmo como sigue.

South San Francisco (firma: ilegible)
Fechado: 8/21/07 Ryan J. Watts
REGISTRADO: 12/13/07 PATENTE

REEL: 020316 FRAME: 0028

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 31 de marzo de 2009,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

iyt
B ) o .
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO
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. has been signed by

This public document

. acting in the capacity of Certifying Officer

. at Washington, D.C.

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. United States of America

M. K. Carter

. bears the seal/stamp of U. S. Patent and Trademark Office

Certified

. the sixteenth of March, 2009

. No. 090171203

Seal/Stamp:

. by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

10. Signature:

(S

Fernesia T. Crawford
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Atty. Dkt. No. 088667-0109

fcdified)

RECORDATION

PATENTS ONLY

U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE

Patent ano Tradamark Ofice

FORM COVER SHEET

i
jtor of the United States Patent and Trademark Office: Please record the attached original documents or copies thereof.

Iﬁnveying party(ies):
VATTS

Jnal conveying party(ies) NO

2. Name and address of receiving party(ies):

GENENTECH, INC.
1 DNA WAY
SOUTH SAN FRANCISCO, CA 354080-4930

re of conveyance:
lion to Assignment Previously Recorded on
@l 020115, Frame 0516 on November 14, 2007

d'} Richard C. Peet

f FOLEY & LARDNER LLP
Washington Harbour
3000 K Street NW, Suite 500
Washington, D.C. 20007-5143

cution Date:
_ August 21, 2007 Additional name(s) & address(es) attached?  NO
plication number(s) or patent number(s):
this Is being filed together with a new application, the execution date of the application is:
A. Patent Application Number{s): B. Patent Number(s):
60/943,499
| Additional numbers attached? NO
| Name and address of party to whom correspondence . < ks : .
| concerning document should be Faxed: (202 672 5399) & ekl TambaT of Replcatcnlpak R e :
7. Total fee (37 CF.R. § 3.41): $40.00

e P

Check Enclosed
X Authorized to be charged to credit card
Authorized fo be charged to deposit account

8. Payment Information

a. CreditCard Last4 Numbers 5962
Expiration Date  11/30/2008
h. Deposit account number 19-0741
Authorized User Name

DO NOT USE THIS SPACE

9. Statement and signature:

be required in this matter to the above-identified deposit

Richard C. Peet

To the best of my knowledge and belief, the foreqoing information is true and correct and any attached copy is a true
copy of the original document. The Commissioner is hereby authorized to charge any additional recordation fees which may

4

ount,

i)

)

Narme of person signing

’\f ) ; ? f
Signature Date

/ Total number of pages including cover sheet, attachments, and document 9

.21545301700353519

PATENT
REEL: 020316 FRAME: 0025

S0943499

oFP $40.00
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;; 7003502056 Atty. DKt. No. 089667-0109
U.S, DEPARTMENT QF COMMERCE

Puleni o Trademark Offica

f RECORDATION FORM COVER SHEET
PATENTS ONLY

ﬁructor of the United &lates Patent end Trademark Office: Please record the attached origlnal documents or coples thereof,

of conveying party(ims): 2. Neme and address of raceiving party(ies):
/ J. WATTS GENETECGH, INC.
/ 1 DNA Way, South San Francisco
i Galifornia 94060-4990
§
]
_f
f
égmonal canvaying party(ies) _NO
ture of convaeyance:
ASSIGNMENT
Executlon Date:
August 21, 2007 Additional name(s) & address(es) altached? NG

Application numbar(s) or palent number(s).!
" IFthIS 13 being filad logether with a new application, the execution date of the application is;

A. Patent Application Number(s): H. Patent Mumbar(s):

60/943,489
“ Additional numbars attached? NO
'| 5. Name and address of party to whom dorrespondence 6. Total number of applications/patents Involvad: 1
concerning document should be malled:
7. Total fee (37 C.F.R. § 3.41). $40.00
Richard €. Peet Check Enclosed
FOLE_Y & LARDNER LLP ¥ Authorized to be charged la credit card
Washington Harbour Authorized to be charged fo deposit account
3000 K Strast NW, Suite 300
Washington, D.C. 20007-5143 8. Paymant Information

Credlt Card  Lasl4 Numbers 3568
Explration Date  12/31/200Q

b. Deposlt account number 19-0741
Authorized User Name

DO NOT USE THIS SPACE

d,

8, Statement and signature: )
To the best of my knowledga and belief, the foregoing information is true and carrect and any atachad copy is & true
copy of the origingl document. The Commissioner is hereby autharized {o charge any additional recardation fees which may

SA0.00 054599

(=] 5d

be required In this matter to the above-kiantified daposit acoount.
Benjamin A. Berkowitz L T Qﬁ J 173]‘_’
Reg. No. 56,348 :
Signature Data

Nams of parson signing
z

Total number of pages including cover sheet, attachments, and document

H_2116400.1 PATENT
REEL: 020316 FRANIE: 0026




D FAX [#009/003

Docket No. PR2470-3
ASSIGNMENT

/ WHEREAS, Ryan .J. Watts, a citizen of United States of America, residing at 524 Yale Drive,
Mateo, CA 94402 (hereinafter "ASSIGNOR"), has invented a new and useful invention in

HUMANIZED ANTIEODY

which an application Serial No. 60/943,499 (Docket No. PR2470-3) has been fil‘ed by him for Letters
tent on June 12, 2007; and

WHEREAS, GENENTECH, INC,, @ corporation organized and existing under and by virtue of the
aws of the State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San Francisco,
Fi":alifornia 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and in and ta the
Letters Patents to be obtained therefor;

NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

f That for good and valuable consideration the receipt of which is hareby acknowledged, the said

ASSIGNOR have and do hereby sell, assign, transfer and set aver unto the sald GENENTECH, INC., its
| successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the Paris
f Convention far the Protection of Industrial Property, in and to said invention, and in and to any and all
©  Letters Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-exarnination thereof, not only for, to, and in the
United States of America, its territories and possessions, but for, to and in all other countries; and it has
hean and is hereby authorized and raquested that the appropriate government agencies issue said Letters
Patants to said GENENTECH, INC., in accordance with this Assignment.

Said ASSIGNOR covenants and agrees to cooperate with GENENTECH, INC., to enable said
GENENTECH, INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the
United States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNOR includes prompt production
af pertinent facts and documents, giving of testimony, execution of petitions, oaths, specifications,
declarations or other papers, and other assistance all 1o the extent deemed necessary or desirable by
said GENENTECH. INC., (a) for perfecting the right, title and interest herein conveyed; (b) for
proseculing any of said applications; (c} for filing and prosecuting applications for reissuance of any of
said patents; (d) for interference or other priority proceedings involving said invention; and (e} for legal
{ proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents granted thereon,

including without limitation oppaosition proceedings, cancellation proceedings, priority contests, public
~ use proceedings, infringement actions and court aclions; provided, however, that the expense incurred
by said ASSIGNOR in providing such cogperation shall be paid for by said GENENTECH, INC,

Q"'hh"""‘“w-nn-.,,!_

e, .

The terms and covenants of this assignment shall inure 1o the benefit of said GENENTECH, INC,,
its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said ASSIGNOR, their
f raspactive heirs, legal representatives and assigns.

‘-—h‘*h'"""’““—-‘.,n, B

Said ASSIGNOR hereby warrants and represents that he has not entered and will not enter into
any assignmeant, contract, or understanding in conflict herewith.

IN WITNESS WHEREOF | undersian as follows;

South San Francisco -

-~

Dated: 211"

PATENT
/ RECORDED: 12/13/2007 REEL: 020316 FRAME: 0027




TRADUCCION OFICIAL No. 2009-03-31-208
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Traspaso de la invencion llamada ANTICUERPO HUMANIZADO CONTRA BETA

AMILOIDE, documento escrito en inglés y en espanol.

Atestacion

Yo, el suscrito Notario Publico de Basilea, Suiza, Dr. Matthias Staehelin, por el
presente certifico que las firmas anteriores son las firmas auténticas del Prof.
Andrea Pfeifer, ciudadano aleman, residente en Saint-Légier-La Chiésaz, Suiza,
de la senora Maria Pihlgren Bosch, ciudadana sueca, residente en St. Sulpice,

Suiza, y del doctor Andreas Muhs, ciudadano aleman, residente en Pully, Suiza.
La autenticidad de las firmas fue establecida por medio de comparacion.
BASILEA, Suiza, este dia cuatro (4) de febrero de 2009 (dos mil nueve).

Oblea notarial (firma: ilegible)
Leg. Prot. No. 479 / 2009 Dr. M. Staehelin
Notario Pablico en Basilea
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APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Suiza

Este documento publico

ha sido firmado por (ilegible)

actuando como Notario Oficial

lleva el sello/estampilla de (ilegible)
Certificado

en Basilea 6. el -5 de febrero de 2009

por la Cancilleria de Estado del Canton de la Ciudad de Basilea

No. 799 / 1460

Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)

Cancilleria de Estado Ciudad de Basilea Hanna Lauener

Traducido segiin mi mejor saber y entender, este dia 31 de marzo de 2009,

en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 del 15 de agosto de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de
Colombia. TRADUCTORA OFICIAL

RES. 2177/89 MINJUSTICIA

~

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO






ASSIGNMENT

The undersign,

1. Andrea Pfeifer, Maria Pihigren and Andreas Muhs

domiciled in

1. Rte de Fenil 16A, CH-1806 St. Legier, Switzerland;
Rue de Centre 42A, CH-1025 St. Sulpice,
Switzerland; Av. des Cerisiers 30b, CH-1009 Pully,
Switzerland

hereby state under oath to be sole and true inventor
of HUMANIZED ANTIBODY AGAINST AMYLOID
BETA

State, as” well that assign, without reservations or
limitation, in favor of AC IMMUNE S.A.

A corporation organized and existing under the laws
of Switzerland

domiciled at EPFL-SE Building B, CH-1015
Lausanne, Switzerland

all rights inherent to said invention, and that the
above mentioned corporation hereby is enabled to
apply, in its name, for the corresponding patent in the
Republic of Colombia.

A e

Andrea Pfeifer

i P2
> = A__

Mar;';?h!gren i f Q

Andreas Muhs

12593-008-026
‘TRASPASO

Los abajo firmados

1. Andrea Pfeifer, Maria Pihlgren y AndreasMuhs

Domiciliado en

1.Rte de Fenil 16A, CH-1806St., Legier, Suiza;
Rue de Centre 42A, CH-1025 St. Sulpice,Suiza;
Av, des Cerisiers 30b, CH-1009 Pully, Suiza

declaramos bajo juramento ser Unicos y verdaderos
inventor  de

ANTICUERPO HUMANIZADO CONTRA BETA AMILOIDE

Declaramos asi mismo que cedemos y transferimos
sin reserva ni limitacién, a favor de

AC IMMUNE S.A.

Una sociedad organizada y existente de conformidad
con las leyes de

Suiza

domiciliada en

EPFL-SE Building B, CH-1015

Lausanne, Suiza

todos los derechos inherentes a dicha invencién y
que la citada sociedad queda facultada para solicitar
en su nombre la patente correspondiente en la
Republica de Colombia



Attestation

I, the undersigned notary public of Basel, Switzerland, Dr. Matthias Staehelin, certify
herewith that the above signatures are the genuine signatures of Prof. Andrea Pfeifer,
German citizen, residing in Saint-Légier-La Chiésaz, Switzerland, of Ms. Maria Pihlgren
Bosch, Swedish citizen, residing in St. Sulpice, Switzerland, and of Dr. Andreas Muhs,

German citizen, residing in Pully, Switzerland.

The authenticity of the signatures was established by means of comparison.

BASEL, Switzerland, this 4" (fourth) day of February 2009 (two thousand and nine).

N | -
N L Sraelen N

Dr.M. Staehelin, |

Notar in Basel

=
APOSTILLE
i%\ (Hague Convention of October 5t 1961)
.‘ \' 1. Country: Switzerland (Schweiz /Suisse)
0' ) This official document _
/

.‘ 2. u}%ewa?i&;%gr .........................................

{ 4. andcertified by the seal Of e oo

h  @eddaaasa¥edn......

Leg.Prot.Nr. 479 72009

| .
' Certified 5 FED .mﬂg

in Basel (Bile) 6.on..0..
7} by the State Chancery of the Cantc .
‘ ' -anton of Basel-Stadt

9. peal /stamp:
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