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ANTICUERPOS ANTI-TAU Y METODOS DE USO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama el beneficio de prioridad de Solicitud Provisoria
Estadounidense No. 62/171.693, presentada el 5 de junio, 2015, la cual se
incorpora a la presente como referencia en su totalidad para cualquier propésito.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a anticuerpos anti-Tau y métodos de uso
de los mismos.

ANTECEDENTES

Los ovillos neurofibrilares e hilos del neurépilo (NTs, por sus siglas en
inglés) son las principales caracteristicas neuropatolégicas de la Enfermedad de
Alzheimer (EA). Los NTs estan compuestos por la proteina Tau asociada a
microtubulos que ha sido objeto de modificaciones postraduccionales incluyendo
fosforilacion, y se desarrollan por la agregacion de conféormeros de Tau
hiperfosforilada. La EA comparte esta patologia con muchas tauopatias
neurodegenerativas, en especial con ciertos tipos de demencia frontotemporal
(FTD, por sus siglas en inglés). La proteina Tau parece ser un jugador principal en
el fallecimiento cognitivo en la EA y en las tauopatias neurodegenerativas
relacionadas.

Los enfoques terapéuticos que apuntan hacia la proteina Tau son pocos y
comprenden principalmente a los inhibidores de las quinasas que se cree que
aumentan la fosforilacibon de Tau a niveles patoldgicos, y compuestos que
bloquean la agregacion citoplasmica de la proteina Tau hiperfosforilada. Estos
enfoques sufren diversas desventajas de especificidad y eficacia. Existe la

necesidad de brindar agentes terapéuticos adicionales que se dirigen hacia los
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conférmeros de proteinas patolégicas que son conocidos 0 se presume que
causan trastornos neurodegenerativos.
SINTESIS
La invencién proporciona anticuerpos anti-Tau y meétodos para su
utilizacion.
En algunas realizaciones, se provee un anticuerpo aislado que se une a
Tau humana, donde el anticuerpo se une a Tau monomérica, Tau oligomérica,
Tau no fosforilada, y Tau fosforilada. En algunas realizaciones, el anticuerpo se
une a un epitopo dentro de los aminoacidos 2 a 24 de Tau humana madura. En
algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo humano, humanizado o quimeérico.
En algunas realizaciones, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo que se une
a Tau humana. En algunas realizaciones, la Tau humana comprende la
secuencia de SEC ID NO: 2.
En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:
a) HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 12, 22, 282, 292, y 342; HVR-H2 que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 13, 23,
283, 293, y 343; y HVR-H3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 14, 24, 284, 294,y 344; o
b) HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 72 y 302; HVR-H2 que comprende una secuencia
de aminoéacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 73 y 303; y HVR-H3
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC
ID NOs: 74 y 304;
c) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

42; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
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d)

f)

g)

En

b)

NO: 43; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 44;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
62; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 63; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 64;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
212; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 213; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 214;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
32; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 33; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 34; o

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
52; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 53; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 54.

algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:

HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 15, 25, 285, 295, 345, y 468 a 556; HVR-L2 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID
NOs: 16, 26, 286, 296, y 346; y HVR-L3 que comprende una secuencia
de aminoéacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 17, 27, 287, 297, y
347;

HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada

entre SEC ID NOs: 75 y 305; HVR-L2 que comprende una secuencia
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d)

f)

g)

En

de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 76 y 306; y HVR-L3
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC
ID NOs: 77y 307;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
45; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 46; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 47;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
65; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 66; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 67;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
215; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 216; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 217

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
35; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 36; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 37; 0

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
55; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 56; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 57.

algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:

HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 12, 22, 282, 292, y 342; HVR-H2 que comprende

una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 13, 23,
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b)

d)

283, 293, y 343; HVR-H3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 14, 24, 284, 294, y 344;
HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 15, 25, 285, 295, 345, y 468 to 556; HVR-L2 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID
NOs: 16, 26, 286, 296, y 346; y HVR-L3 que comprende una secuencia
de aminoéacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 17, 27, 287, 297, y
347;

HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 72 y 302; HVR-H2 que comprende una secuencia
de aminoéacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 73 y 303; HVR-H3
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC
ID NOs: 74 y 304; HVR-L1 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 75 y 305; HVR-L2 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID
NOs: 76 y 306; y HVR-L3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 77 y 307,

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
42; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 43; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID NO: 44; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 45; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 46; y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 47;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
62; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID

NO: 63; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
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f)

g)

ID NO: 64; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 65; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 66; y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 67;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
212; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 213; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 214; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 215; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 216; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 217;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
32; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 33; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID NO: 34; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 35; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 36; y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 37; 0

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
52; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 53; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID NO: 54; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 55; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 56; y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 57.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:
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b)

f)
)

h)

)

K)

)

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a una secuencia
seleccionada entre SEC ID NOs: 10, 20, 280, 290, y 340;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a una secuencia
seleccionada entre SEC ID NOs: 11, 21, 281, 291, y 341;

una VH como en (a) y una VL como en (b);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a una secuencia
seleccionada entre SEC ID NOs: 70, 300, y 452 a 459;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a una secuencia
seleccionada entre SEC ID NOs: 71, 301, y 460 a 467;

una VH como en (d) y una VL como en (e);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 40;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 41;

una VH como en (g) y una VL como en (h);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 60;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 61;

una VH como en (j) y una VL como en (k);

m) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una

secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 210;
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)

u)

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 211;
una VH como en (m) y una VL como en (n);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 30;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 31;
una VH como en (p) y una VL como en (q);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 50;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 51; o

una VH como en (s) y una VL como en (t).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:

a)

b)

f)
g)

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia seleccionada entre SEC ID NOs: 10, 20, 280, 290, y 340;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia seleccionada entre SEC ID NOs: 11, 21, 281, 291, y 341,
una VH como en (a) y una VL como en (b);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia seleccionada entre SEC ID NOs: 70, 300, y 452 a 459;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia seleccionada entre SEC ID NOs: 71, 301, y 460 a 467;

una VH como en (d) y una VL como en (e);

una

una

una

una

una

una

una

una

una

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la

secuencia de SEC ID NO: 40;
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h) una regidn variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 41;

i) una VH como en (g) y una VL como en (h);

j) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 60;

K) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 61;

[) una VH como en (j) y una VL como en (K);

m) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 210;

n) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 211;

0) una VH como en (m) y una VL como en (n);

p) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 30;

g) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 31;

r) una VH como en (p) y una VL como en (q);

S) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 50;

t) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 51; 0

u) una VH como en (s) y una VL como en (t).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 342; HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 343; HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 344; HVR-L1 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 345; HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 346; y HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 347.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 340
y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEC ID NO: 341.
En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 348 o SEC ID NO:
602 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 349.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo aislado que se une
a Tau humana, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 348 o SEC ID NO: 602
y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
349. En algunas realizaciones, se provee un anticuerpo aislado que se une a Tau
humana, donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 348 y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 349. En algunas
realizaciones, se provee un anticuerpo aislado que se une a Tau humana, donde
el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 602 y una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 349. En algunas realizaciones, se
proporciona un anticuerpo aislado que se une a Tau humana, donde el anticuerpo
comprende una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 348 o SEC ID NO: 602 y una cadena ligera que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 349. En algunas realizaciones, se

provee un anticuerpo aislado que se une a Tau humana, donde el anticuerpo
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comprende una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 348 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 349. En algunas realizaciones, se provee un
anticuerpo aislado que se une a Tau humana, donde el anticuerpo comprende
una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
602 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 349.
En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo aislado que se une
a Tau humana, donde el anticuerpo se une a un epitopo dentro de los
aminoacidos 19 a 33, 19 a 42, 28 a 44, 37 a 51, 37 a 51, 100 a 114, 109 a 123,
118 a 132,154 a 168, 172 a 177, 217 a 231, 0 397 a 411 de Tau humana madura.
En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:
a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
112; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 113; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 114;
b) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
132; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 133; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 134;
c) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
142; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 143; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 144;
d) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

152; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
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f)

g)

h)

)

12

NO: 153; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 154;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
162; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 163; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 164;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
252; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 253; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 254;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
272; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 273; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 274;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
102; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 103; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 104;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
172; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 173; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 174;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
192; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 193; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEC ID NO: 194,
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k)

13

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
242; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 243; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 244;

HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 82, 312, 322, y 332; HVR-H2 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 83, 313,
323, y 333; y HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos

seleccionada entre SEC ID NOs: 84, 314, 324,y 334;

m) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

p)

a)

92; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 93; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 94;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
122; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 123; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 124;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
182; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 183; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 184;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
202; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 203; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 204;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

222; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
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b)

d)

14

NO: 223; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 224;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
232; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 233; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 234; 0

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
262; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 263; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 264.

algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
115; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 116; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 117;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
135; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 136; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 137;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
145; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 146; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 147;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
155; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 156; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEC ID NO: 157,
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e)

f)

)

h)

)

k)

15

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
165; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 166; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 167;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
255; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 256; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 257;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
275; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 276; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 277;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
105; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 106; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 107;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
175; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 176; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 177;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
195; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 196; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 197;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

245; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
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NO: 246; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 247;

HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 85, 315, 325, y 335; HVR-L2 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 86, 316,
326, y 336; y HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos

seleccionada entre SEC ID NOs: 87, 317, 327,y 337;

m) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

p)

a)

95; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 96; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 97;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
125; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 126; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 127;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
185; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 186; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 187;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
205; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 206; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 207;

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
225; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 226; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEC ID NO: 227,
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HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
235; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 236; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 237; 0

HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
265; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 266; y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 267.

algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
112; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 113; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 114; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 115; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 116; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 117 ;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
132; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 133; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 134; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 135; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 136; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 137;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
142; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 143; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEC ID NO: 144; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
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de SEC ID NO: 145; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 146; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 147;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
152; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 153; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 154; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 155; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 156; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 157;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
162; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 163; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 164; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 165; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 166; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 167;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
252; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 253; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 254; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 255; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 256; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 257; o

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
272; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID

NO: 273; y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEC ID NO: 274; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 275; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 276; HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEC ID NO: 277;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
102; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 103; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 104; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 105; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 106; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 107;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
172; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 173; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 174; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 175; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 176; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 177;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
192; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 193; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 194; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 195; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 196; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 197; o

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

242; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
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NO: 243; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 244; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 245; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 246; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 247;

HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 82, 312, 322, y 332; HVR-H2 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 83, 313,
323, y 333; HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 84, 314, 324, y 334; HVR-L1 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID
NOs: 85, 315, 325, y 335; HVR-L2 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 86, 316, 326, y 336; y
HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada

entre SEC ID NOs: 87, 317, 327,y 337,

m) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

92; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 93; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID NO: 94; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 95; HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 96; y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 97;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
122; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 123; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 124; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 125; HVR-L2 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEC ID NO: 126; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 127;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
182; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 183; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 184; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 185; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 186; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 187;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
202; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 203; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 204; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 205; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 206; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 207;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
222; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 223; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 224; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 225; HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 226; y HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 227;

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
232; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO: 233; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEC ID NO: 234; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
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de SEC ID NO: 235; HVR-L2 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEC ID NO: 236; y HVR-L3 que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 237; 0

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:

262; HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID

NO: 263; HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEC ID NO: 264; HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos

de SEC ID NO: 265; HVR-L2 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEC ID NO: 266; y HVR-L3 que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 267.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:

a)

b)

f)
)

h)

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 110;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 111;
una VH como en (a) y una VL como en (b);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 130;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 131;
una VH como en (d) y una VL como en (e);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 140;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 141;

una VH como en (g) y una VL como en (h);

una

una

una

una

una

una
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una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 150;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 151;
una VH como en (j) y una VL como en (k);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 160;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 161; o
una VH como en (m) y una VL como en (n);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 250;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 251;
una VH como en (p) y una VL como en (q);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 270;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 271;
una VH como en (s) y una VL como en (t);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 100;
una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 101; o
una VH como en (v) y una VL como en (w);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende

secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 170;

una

una

una

una

una

una

una

una

una

una

una
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Z) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 171;

aa)una VH como en (y) y una VL como en (2);

bb) una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 190;

cc)una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 191;

dd) una VH como en (bb) y una VL como en (cc);

ee)una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 240;

ff) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 241; o

gg)una VH como en (ee) y una VL como en (ff);

hh) una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende una

secuencia que es por lo menos 95% idéntica a una secuencia
seleccionada entre SEC ID NOs: 80, 310, 320, 330, y 446 a 451;

i) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una secuencia
que es por lo menos 95% idéntica a una secuencia seleccionada entre SEC ID
NOs: 81, 311, 321, 331, y 442 a 445;

jj) una VH como en (hh) y una VL como en (ii);

kk)una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 90;

Il) una regidon variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 91;

mm) una VH como en (kk) y una VL como en (ll);

nn) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una

secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 120;
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00) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 121;
pp) una VH como en (nn) y una VL como en (00);
gq) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 180;
rr) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 181;
ss)una VH como en (qq) y una VL como en (rr);
tt) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 200;
uu) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 201;
vv)una VH como en (tt) y una VL como en (uu);
WWw) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende
una secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 220;
XX) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
una secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO:
221;
yy) una VH como en (ww) y una VL como en (Xx);
Zz) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 230;
aaa) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 231;
bbb) una VH como en (zz) y una VL como en (aaa);
ccc) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una

secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 260;
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ddd) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una

secuencia que es por lo menos 95% idéntica a SEC ID NO: 261; o

eee) una VH como en (ccc) y una VL como en (ddd).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende:

a)

b)

f)
g)

h)

)

k)

)

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 110;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 111;

una VH como en (a) y una VL como en (b);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 130;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 131;

una VH como en (d) y una VL como en (e);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 140;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 141;

una VH como en (g) y una VL como en (h);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 150;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 151;

una VH como en (j) y una VL como en (k);

m) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la

secuencia de SEC ID NO: 160;
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una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 161; 0

una VH como en (m) y una VL como en (n);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 250;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 251;

una VH como en (p) y una VL como en (q);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 270;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 271; 0

una VH como en (s) y una VL como en (t)

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 100;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 101; o

una VH como en (v) y una VL como en (w);

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 170;

una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia

de SEC ID NO: 171,

aa) una VH como en (y) y una VL como en (2);

bb) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la

secuencia de SEC ID NO: 190;

cc) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia

de SEC ID NO: 191,
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dd) una VH como en (bb) y una VL como en (cc);
ee) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 240;
ff) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 241;
gg) una VH como en (ee) y una VL como en (ff);
hh) una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia seleccionada entre SEC ID NOs: 80, 310, 320, 330, y 446 a
451,
i) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una secuencia
seleccionada entre SEC ID NOs: 81, 311, 321, 331, y 442 a 445;
jj) una VH como en (hh) y una VL como en (ii);
kk) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 90;
Il) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 91;
mm) una VH como en (kk) y una VL como en (ll);
nn) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 120;
00) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 121;
pp) una VH como en (nn) y una VL como en (00);
gq) una regidon variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 180;
rr) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 181;

ss) una VH como en (qq) y una VL como en (rr);



10

15

20

25

29

tt) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 200;

uu) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 201;

vv) una VH como en (tt) y una VL como en (uu);

ww) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 220;

XX) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de SEC ID NO: 221;

yy)una VH como en (ww) y una VL como en (xX);
Zz)una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 230;

aaa) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 231,

bbb) una VH como en (zz) y una VL como en (aaa);

ccc) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 260;

ddd) una regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la
secuencia de SEC ID NO: 261; o

eee) una VH como en (ccc) y una VL como en (ddd).

En cualquiera de las realizaciones descritas en la presente, el anticuerpo
puede ser un anticuerpo de IgG1 o un anticuerpo de IgG4. En cualquiera de las
realizaciones descritas en la presente, el anticuerpo puede ser un anticuerpo
contra IgG4. En algunas realizaciones de ese tipo, el anticuerpo comprende las
mutaciones M252Y, S254T y T256E. En cualquiera de las reivindicaciones
descritas en la presente invencion, el anticuerpo puede comprender una mutacion

S228P. En cualquiera de las realizaciones descritas en la presente, el anticuerpo
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puede comprender las mutaciones S228P, M252Y, S254T u T256E. En cualquiera
de las realizaciones descritas en la presente, el anticuerpo puede ser un
anticuerpo anti IgG4 que comprende las mutaciones S228P, M252Y, S254T u
T256E. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo.
En cualquiera de las realizaciones, descritas en la presente, el anticuerpo puede
ser un anticuerpo anti IgG4 que comprende las mutaciones S228P, M252Y,
S254T y T256E, y que carece de la lisina C-terminal (des-k) de la region
constante de cadena pesada. La lisina C-terminal de la regién constante de
cadena pesada puede ser eliminada, por ejemplo, durante la purificacion del
anticuerpo o por ingeneria genética recombinante del acido nucleico que codifica
el anticuerpo de tal modo que la lisina C-terminal no es codificada.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo aislado que se une
a Tau humana, donde el anticuerpo se une a cada una de Tau monomerica, Tau
fosforilada, Tau no fosforilada, y Tau oligomérica con una Kp de menos de 100
nM, menos de 75 nM, o menos de 50 nM. En algunas realizaciones, el anticuerpo
se une a Tau de mono cynomolgus (SEC ID NO: 4).

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado, donde
el acido nucleico aislado codifica un anticuerpo descrito en la presente invencion.
En algunas realizaciones, se provee una célula huésped, donde la célula huésped
comprende un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo descrito en la
presente invencion. En algunas realizaciones, se provee un método para producir
un anticuerpo, que comprende cultivar la célula huésped bajo condiciones
adecuadas para producir el anticuerpo.

En algunas realizaciones, se provee un inmunoconjugado, donde el
inmunoconjugado comprende un anticuerpo aislado descrito en la presente

invencion y un agente terapéutico. En algunas realizaciones, se provee un
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anticuerpo etiquetado, que comprende un anticuerpo descrito en la presente
invencion y una etiqueta detectable.

En algunas realizaciones, se provee una composicion farmacéutica, que
comprende un anticuerpo aislado descrito en la presente invencion y un portador
farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, se provee un método para tratar una enfermedad
asociada a la proteina Tau, que comprende la administracion a un individuo con
una enfermedad relacionada con la proteina Tau de un anticuerpo descrito en la
presente invencidn o una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo
descrito en la presente invencion. En algunas realizaciones, la enfermedad
asociada a la proteina Tau es una tauopatia. En algunas realizaciones, la
tauopatia es una tauopatia neurodegenerativa. En algunas realizaciones, la
tauopatia se selecciona entre la Enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt—Jacob,
Demencia pugilistica, Sindrome de Down, Enfermedad de Gerstmann-Straussler—
Scheinker, miositis por cuerpos de inclusidon, angiopatia amiloide cerebral por
proteinas  pridnicas, lesion cerebral traumatica, esclerosis lateral
amiotréfica/complejo parkinsonismo—demencia de Guam, Enfermedad de las
neuronas motoras no de Guam con ovillos neurofibrilares, demencia con granos
argirofilicos, degeneracion corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con
calcificacion, demencia frontotemporal, demencia frontotemporal con
parkinsonismo vinculada con el cromosoma 17, enfermedad de Hallevorden—
Spatz, atrofia sistémica multiple, Enfermedad de Niemann-Pick tipo C,
Degeneracion Palido—ponto—nigral, Enfermedad de Pick, gliosis subcortical
progresiva, paralisis supranuclear progresiva, Panencefalitis esclerosante

subaguda, demencia con ovillos solamente, Parkinsonismo Posencefalitico, y
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Distrofia miotonica. En algunas realizaciones, la tauopatia es enfermedad de
Alzheimer o paralisis supranuclear progresiva.

En algunas realizaciones, se provee un método para retener o aumentar la
capacidad de memoria cognitiva o desaceleracion de la pérdida de memoria en un
individuo, que comprende la administracion de un anticuerpo descrito en la
presente invencidn o una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo
descrito en la presente invencion.

En algunas realizaciones, se provee un método para reducir el nivel de
proteina Tau, proteina Tau no fosforilada, proteina Tau fosforilada, o proteina Tau
hiperfosforilada en un individuo, que comprende la administracion de un
anticuerpo descrito en la presente invencion o de una composicion farmaceéutica
que comprende un anticuerpo descrito en la presente invencion.

En algunas realizaciones, se provee un anticuerpo aislado descrito en la
presente invencion para utilizar como un medicamento. En algunas realizaciones,
se provee un anticuerpo aislado descrito en la presente invencion para utilizar en
el tratamiento de una tauopatia en un individuo. En algunas realizaciones, la
tauopatia es una tauopatia neurodegenerativa. En algunas realizaciones, la
tauopatia se selecciona entre la enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt—Jacob,
Demencia pugilistica, Sindrome de Down, Enfermedad de Gerstmann-Straussler—
Scheinker, miositis por cuerpos de inclusidon, angiopatia amiloide cerebral por
proteinas  pridnicas, lesion  cerebral traumatica, esclerosis lateral
amiotréfica/complejo parkinsonismo—demencia de Guam, enfermedad de las
neuronas motoras no de Guam con ovillos neurofibrilares, demencia con granos
argirofilicos, degeneracion corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con
calcificacion, demencia frontotemporal, demencia frontotemporal con

parkinsonismo vinculada con el cromosoma 17, enfermedad de Hallevorden—
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Spatz, atrofia sistémica multiple, enfermedad de Niemann-Pick tipo C,
Degeneracion Palido—ponto-nigral, enfermedad de Pick, gliosis subcortical
progresiva, paralisis supranuclear progresiva, Panencefalitis esclerosante
subaguda, Demencia con ovillos solamente, Parkinsonismo Posencefalitico, y
Distrofia miotdnica. En algunas realizaciones, la tauopatia es la enfermedad de
Alzheimer o paralisis supranuclear progresiva.

En algunas realizaciones, se provee un anticuerpo aislado descrito en la
presente invencion para utilizar en la retencion o aumento de la capacidad de la
memoria cognitiva o desaceleracion de la pérdida de memoria en un individuo.
En algunas realizaciones, se provee un anticuerpo aislado descrito en la presente
invencion para utilizar en la reduccion del nivel de proteina Tau, proteina Tau
fosforilada, proteina Tau no fosforilada, o proteina Tau hiperfosforilada en un
individuo.

En algunas realizaciones, se provee el uso de un anticuerpo descrito en la
presente invencion para la manufactura de un medicamento para tratar una
enfermedad asociada con la proteina Tau en un individuo. En algunas
realizaciones, la enfermedad asociada con la proteina Tau es una tauopatia. En
algunas realizaciones, la tauopatia es una tauopatia neurodegenerativa. En
algunas realizaciones, la tauopatia se selecciona entre la enfermedad de
Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Parkinson, Enfermedad
de Creutzfeldt—Jacob, Demencia pugilistica, Sindrome de Down, Enfermedad de
Gerstmann-Straussler—Scheinker, miositis por cuerpos de inclusion, angiopatia
amiloide cerebral por proteinas prionicas, lesion cerebral traumatica, esclerosis
lateral amiotrofica/complejo parkinsonismo—demencia de Guam, Enfermedad de
las neuronas motoras no de Guam con ovillos neurofibrilares, demencia con
granos argirofilicos, degeneracion corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con

calcificacion, demencia frontotemporal, demencia frontotemporal con
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parkinsonismo vinculada con el cromosoma 17, Enfermedad de Hallevorden—
Spatz, atrofia sistémica multiple, Enfermedad de Niemann-Pick tipo C,
Degeneracion Palido—ponto—nigral, Enfermedad de Pick, gliosis subcortical
progresiva, paralisis supranuclear progresiva, Panencefalitis esclerosante
subaguda, Demencia con ovillos solamente, Parkinsonismo Posencefalitico y
Distrofia miotdnica. En algunas realizaciones, la tauopatia es la enfermedad de
Alzheimer o paralisis supranuclear progresiva.

En algunas realizaciones, se provee el uso de un anticuerpo descrito en la
presente invencion para la manufactura de un medicamento para la retencién o
aumento de la capacidad de la memoria cognitiva o desaceleracion de la pérdida
de memoria en un individuo.

En algunas realizaciones, se provee un meétodo para detectar ovillos
neurofibrilares, hilos del neurdpilo, o neuritis distréfica, que comprende poner en
contacto una muestra con un anticuerpo descrito en la presente invencién. En
algunas realizaciones, la muestra es una muestra cerebral, una muestra de fluido
cerebroespinal o0 una muestra de sangre.

En cualquiera de las realizaciones descritas en la presente invencion, un
método o uso puede comprender administrar un anticuerpo descrito en la
presente invenciéon en combinacién con por lo menos una terapia adicional. Los
ejemplos no limitativos de terapias adicionales incluyen a los farmacos
neuroldgicos, corticosteroides, antibioticos, agentes antivirales, y otros agentes
terapéuticos. Dichos otros agentes terapéuticos incluyen, meramente a titulo
enunciativo, otros anticuerpos anti-Tau, anticuerpos contra beta amiloide,

anticuerpos contra beta-secretasa 1 (“BACE1"), e inhibidores de beta-secretasa 1.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1 A-F. Unidén de anticuerpos a Tau hiperfosforilada (pTau) se
comparé con Tau no fosforilada utilizando un ensayo ELISA. Los resultados son
expresados en densidades opticas (D.O.).

Figura 2 A-E. Se evalu6 la union de anticuerpos a Tau oligomérica
utiizando un ELISA de captura de oligo— y monoTau. Los resultados son
expresados en densidades opticas (D.O.).

Figura 3. Los tres anticuerpos panTau ensayados muestran unién a Tau
soluble en lisados cerebrales de la enfermedad de Alzheimer (EA) y coinciden con
los donantes control empleando un ensayo Western blot (WB). Los extractos
proteicos de EA y los lisados cerebrales controles, y seis isoformas de Tau
humana recombinante, se corrieron en SDS-PAGE y se sometieron a blot las
membranas con tres anticuerpos panTau (37D3-H9, 94B2-C1 y 125B11-H3). Se
rotulan las sendas con muestras de EA como AD18, AD24 y AD27, y las sondas
con muestras control se rotulan como C25 y C21. Las sendas corren con seis
isoformas de Tau humana recombinante y se rotulan como escalera de hTau.

Figura 4 A-C. Los anticuerpos PanTau muestran union a Tau soluble en
lisados cerebrales de EA y coinciden con donantes control usando un ELISA de
captura de Tau. Se muestran los datos para tres anticuerpos panTau, 37D3—-H9,
94B2-C1 y 125B11-H3. Los resultados son expresados en densidades Opticas
(D.O.), con valores medios +SD, N=2.

Figura 5. Sensogramas que muestran la union 37D3—-H9 como un Fab
(panel izquierdo) y como una IgG (panel derecho) a monémero de Tau humana
acoplado covalentemente a una superficie de chip Biacore. Se ha aplicado un
modelo de unién 1:1 y se muestra como una superposicion. El eje x indica tiempo

(unidades=segundos). El eje y indica Unidades de Resonancia (UR).
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Figura 6. Sensogramas superpuestos que muestran la union de muestras
de hu37D3-H9.v5 t=0 (panel izquierdo) y t=2 semanas (panel derecho) a
monomero de Tau humana a 3.1, 6.3, 12.5, 25, 25, 50 y 100 nM. Se ha aplicado
un modelo de unién 1:1 y es también mostrado en esta figura. El eje x indica
tiempo (unidades=segundos). El eje y indica Unidades de resonancia (UR).

Figura 7. Union de hu37D3-H9.v5 y hu37D3-H9.v5 N28D a Tau
monomerica en forma individual (panel izquierdo muestra hu37D3-H9.v5 vy el
panel del medio muestra hu37D3—-H9.v5 N28D) y mixto a una relacion 1:1 (panel
derecho). EIl eje x indica tiempo (unidades=segundos). El eje y indicaba
Unidades de resonancia (UR).

Figura 8 A-D. Afinidad, indice de estabilidad y secuencias de las noventa
variantes 37D3-H9 seleccionadas para potencial estabilidad mejorada. Por
cuestiones de claridad, los valores obtenidos con una corrida de anticuerpo
control no estresado (hu37D3-H9.v5 hlgG1l) al comienzo, a la mitad y al final de
cada experimento se muestran en ambas secciones de la tabla.

Figura 9. Modelo estructural de la region Fv 37D3-H9 que muestra las
posiciones de los residuos 28 a 33 (motivo NGNTYF) de la cadena ligera y las
posiciones relativas de los residuos 28 y 33. Notese que el residuo 33, mutado en
hu37D3.v28.A4 a Leu, no esta cerca del residuo Asn—-28 inestable. La linea
discontinua muestra un enlace de hidrogenos entre los residuos Asn—28 y Tyr-32.
Figura generada utilizando el paquete informatico MOE (Chemical Computing
Group).

La Figura 10 muestra la farmacocinética del anticuerpo anti-Tau 37D3-H9
en ratones luego de una Unica inyeccion intravenosa o intraperitoneal de 10

mg/kg.
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La Figura 11 muestra la farmacocinética de hu37D3.v28.A4 higG4-S228P y
hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE en monos cynomolgus después de una unica
inyeccion de bolo 1V a una dosis de 1 mg/kg.

Figura 12A-C. Unidn de ciertos anticuerpos anti-Tau a fragmentos de Tau.
(A) Se muestra la unién de ciertos anticuerpos anti-Tau a fragmentos de Tau 1—
15, 10-24, 19-33, 28-42, 37-51, y 46-60. (B) Union del anticuerpo 37D3-H9
mlgG2a a fragmentos de Tau 10-44, 10-24, 2-24, 2-34, y Tau de longitud
completa. (C) Union de anticuerpo hu37D3-H9.v5 higG1l a fragmentos de Tau
10-44, 10-24, 2-24, 2-34, y Tau de longitud completa.

Figura 13 A-B. Efecto de funcion efectora sobre la toxicidad de Tau en
cocultivos de neurona— microglia. (A) Porcentaje de fragmentacion de MAP2 en
co—cultivos contactados con diversos anticuerpos y Tau oligomérica. (B)
Imagenes de neuronas (paneles superiores) y cocultivos de microglia— neuronas
(paneles inferiores) contactados con diversos anticuerpos y Tau oligomérica.

Figura 14. Niveles de pTau212/214 en el hipocampo de ratones a los
cuales se les administra anti—-tau 37D3-H9 WT IgG2a o anti—-tau 37D3-H9 DANG
1gG2.

Figura 15. Comparacion de secuencias de Tau humana y de mono
cynomolgus. Se indica el epitopo para el anticuerpo 37D3-H9.

Figura 16 muestra la farmacocinética del anticuerpo anti-Tau 94B2-C1 en
ratones después de una uUnica inyeccion intravenosa o intraperitoneal de 10
mg/kg.

Figura 17 muestra la farmacocinética del anticuerpo anti-Tau 125B11-H3
en ratones después de una Unica inyeccion intravenosa o intraperitoneal de 10

mg/kg.



10

15

20

25

38

La Figura 18 muestra un alineamiento de las regiones variables de cadena
ligera kappa 1 de hu37D3-H9.v1, hu37D3-H9.v39, hu37D3-H9.v40, y hu37D3-
HO.v41.

La Figura 19A-B muestra la concentracion en plasma del anticuerpo (A) y
la concentracion de anticuerpo en CSF (B) en monos cynomolgus luego de una
anica inyeccion IV del anticuerpo indicado a 50 mg/kg.

La Figura 20 muestra la concentracion de Tau total en plasma y la
concentracion de anticuerpo en plasma en monos cynomolgus luego de una Unica
inyeccion IV del anticuerpo indicado a 50 mg/kg.

Las Figuras 21A-D muestran la concentracion de anticuerpo en diversas
regiones de cerebro de mono cynomolgus 2 dias y 10 dias después de una
inyeccion IV unica de hu37D3.v28.A4 higG4-S228P (A) y hu37D3.v28.A4 hlgG4-
S228P.YTE (B) a 50 mg/kg; concentracion promedio de anticuerpo en el cerebro
(C); % de concentracion de anticuerpo en cerebro:plasma (D).

Las Figuras 22A-B muestran la concentracion de anticuerpo en cerebro de
monos cynomolgus en diversos puntos de tiempo luego de una Unica inyeccion IV
del anticuerpo indicado a 50 mg/kg, graficado a escala logaritmica (A) y lineal (B).

Las Figuras 23A-E muestran la concentracion de anticuerpo en el
hipocampo (A), cerebelo (B), corteza frontal (C), CSF (D), y plasma (E) de monos
cynomolgus en diversos puntos temporales luego de una Unica inyeccion 1V del
anticuerpo indicado a 50 mg/kg.

Las Figuras 24A-B muestran la concentracion de Tau total promedio (A) e
individual (B) en plasma con el transcurso del tiempo en monos cynomolgus luego

de una Unica inyeccion IV del anticuerpo indicado a 50 mg/kg.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES DE LA
INVENCION

1. DEFINICIONES

Una “estructura humana aceptora” para los propositos de la presente
invencion es una estructura que comprende la secuencia de aminoacidos de una
estructura de dominio variable de cadena ligera (VL) o una estructura de dominio
variable de cadena pesada (VH) derivada de una estructura de inmunoglobulina
humana o de una estructura consenso humana, segun lo definido mas adelante.
Una estructura humana aceptora “derivada de” una estructura de inmunoglobulina
humana o wuna estructura consenso humana puede comprender la misma
secuencia de aminoacidos, o puede contener cambios en la secuencia de
aminoacidos. En algunas realizaciones, la cantidad de cambios en los
aminoacidos son 10 o menos, 9 o0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0
menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos. En algunas realizaciones, la
estructura humana aceptora de VL es idéntica en secuencia a la secuencia de
estructura de inmunoglobulina humana de VL o secuencia de estructura consenso
humana.

“Afinidad” se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no
covalentes entre un unico sitio de union de una molécula (por ej., un anticuerpo) y
su socio de unién (por €j., un antigeno). A menos que se indique lo contrario, en
el presente contexto, “afinidad de unidn” se refiere a la afinidad de unidn
intrinseca la cual refleja una interaccion 1:1 entre los miembros de un par de
union (por ej., anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X para su socio
Y puede ser generalmente representada por la constante de disociacion (KD). Se
puede medir la afinidad mediante métodos comunes conocidos en la técnica,

incluyendo aquellos descritos en la presente invencion. En lo que sigue se
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describen realizaciones ilustrativas y ejemplares especificas para medir la afinidad
de union.

Un anticuerpo “madurado por afinidad” se refiere a un anticuerpo con una o
mas alteraciones en una 0 mas regiones hipervariables (HVRs, por sus siglas en
inglés), en comparacion con un anticuerpo parental el cual no posee dichas
alteraciones, dando como resultado dichas alteraciones una mejora en la afinidad
del anticuerpo para el antigeno.

Los términos “anticuerpo anti-Tau” y “un anticuerpo que se une a Tau” se
refieren a un anticuerpo que es capaz de unirse a Tau con suficiente afinidad de
modo tal que el anticuerpo es util como un agente de diagndéstico y/o terapéutico
en el direccionamiento hacia Tau. En algunas realizaciones, el grado de unién a
un anticuerpo anti-Tau con una proteina no Tau no relacionada es inferior a
aproximadamente 10% de la unién del anticuerpo a Tau segun lo medido, por €j.,
por un radioinmunoensayo (RIA, por sus siglas en inglés). En ciertas
realizaciones, un anticuerpo que se une a Tau tiene una constante de disociacion
(KD) de <1uM, <100 nM, <10 nM, =1 nM, <0.1 nM, £0.01 nM, o <0.001 nM
(por ej. 108 M o menos, por ej. de 108 M a 10713 M, por €j., de 10°M a 1072 M).
En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau se une a un epitopo de Tau que
es conservado entre Tau de diferentes especies. El término “anticuerpo anti—Tau”
y “anticuerpo que se une a Tau,” en el presente contexto, se refiere a un
anticuerpo que se une a Tau monomerica, Tau oligomérica, y/o Tau fosforilada, a
menos que se indique especificamente lo contrario. En algunas de esas
realizaciones, el anticuerpo anti—-Tau se une a Tau monomeérica, Tau oligomeérica,
Tau no fosforilada, y Tau fosforilada con afinidades comparables, tal como con
afinidades que difieren en no mas de 50 veces entre si. En algunas realizaciones,
un anticuerpo que se une a Tau monomérica, Tau oligomérica, Tau no fosforilada,

y Tau fosforilada es denominado un “anticuerpo pan—Tau”.
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El término “anticuerpo” en la presente invencion se utiliza en el sentido mas
amplio y abarca diversas estructuras de anticuerpos, incluyendo aunque sin
limitarse a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ej., anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpos
siempre y cuando los mismos exhiban la actividad deseada de unién al antigeno.

Un “fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula que no es un
anticuerpo intacto que comprende una porcidn de un anticuerpo intacto que se
une al antigeno al cual se une el anticuerpo intacto.

Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen, entre otros, Fv, Fab,
Fab', Fab’-SH, F(ab")2; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpos
de una sola cadena (por ej. scFv); y anticuerpos multiespecificos formados a partir
de fragmentos de anticuerpos.

Un “anticuerpo que se une al mismo epitopo” que un anticuerpo de
referencia se refiere a un anticuerpo que bloquea la union del anticuerpo de
referencia a su antigeno en un ensayo de competiciéon en un 50% o mas, y a la
inversa, el anticuerpo de referencia bloguea la unidn del anticuerpo a su antigeno
en un ensayo de competicion en un 50% o0 mas. Se proporciona en la presente un
ensayo de competicion ejemplar.

El término anticuerpo “quimeérico” se refiere a un anticuerpo en el cual una
porcion de la cadena pesada y/o ligera es derivada de una fuente o especie en
particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera es derivado de
una fuente o especie diferente.

La “clase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o region
constante que posee su cadena pesada. Existen cinco clases principales de
anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, y diversas de estas pueden ser
adicionalmente divididas en subclases (isotipos), por €j., 19G1, 1gG2, 1gGs, 1gGa,

IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las
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diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan o, &, € v, Y Wu,
respectivamente.

El término “agente citotoxico” en el presente contexto se refiere a una
sustancia que inhibe o evita una funcion celular y/o provoca la muerte o
destruccion celular.

Los agentes citotoxicos incluyen, meramente a titulo enunciativo, isétopos
radiactivos (por ej., At?11, [131 |125 Y90 Rel86 Rel88 Smlid3 Bi?12 P32 Pb?2y a los
isétopos radiactivos de Lu); agentes o farmacos quimioterapéuticos (por e€j.,
metotrexato, adriamicina, vinca alcaloides (vincristina, vinblastina, etopodsido),
doxorubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorubicina u otros agentes
intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de los
mismos tales como las enzimas nucleoliticas; antibioticos; toxinas tales como
toxinas de molécula pequefia o toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungal, vegetal o animal, incluyendo los fragmentos y/o variantes de
las mismas; y los diversos agentes antitumorales o anticancerigenos descritos
mas adelante.

Las “funciones efectoras” se refieren a aquellas actividades biolégicas
atribuibles a la region Fc de un anticuerpo, las cuales varian con el isotipo del
anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: union de
Clq y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en inglés);
unidn a receptores de Fc; citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC, por sus siglas en inglés); fagocitosis; regulacion descendiente de
receptores de superficie celular (por ej. receptor de células B); y activacion de
células B.

Una “cantidad eficaz” de un agente, por €j., una formulacion farmaceéutica,
se refiere a una cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos de tiempo

necesarios, para lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado.
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El término “region Fc” en la presente invencién se emplea para definir una
region de terminal C de una cadena pesada de inmunoglobulina que contiene por
lo menos una porcion de la region constante. El término incluye regiones Fc de
secuencia nativa y regiones Fc variantes. En algunas realizaciones, una region
Fc de cadena pesada de la IgG humana se extiende desde Cys226, o desde
Pro230, hasta el término carboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina de
terminal C (Lys447) de la region Fc puede estar presente o no. A menos que se
especifiqgue lo contrario en la presente invencion, la numeracion de los residuos
de aminoéacidos en la regidbn Fc o region constante es acorde al sistema de
numeracion EU, también llamado indice EU, segun lo descrito por Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5ta Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

“Estructura” o “FR” se refiere a residuos de dominio variable que no son los
residuos de la region hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable en
general consiste en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3, y FR4. Por
consiguiente, las secuencias de HVR y FR en general aparecen en la siguiente
secuencia en VH (o VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FRA4.

Los términos “anticuerpo de longitud completa,” “anticuerpo intacto,” y
“anticuerpo entero” se emplean indistintamente en la presente invencion para
hacer referencia a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar
a una estructura de un anticuerpo nativo o que tiene cadenas pesadas que
contienen una region Fc segun lo definido en esta invencion.

Los términos “célula huésped”, “linea de célula huésped” y “cultivo de
célula huésped” se utilizan indistintamente y se refieren a células en las cuales se
ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la progenie de dichas células.

Las células huéspedes incluyen “transformantes” y “células transformadas” las

cuales incluyen la célula transformada primaria y la progenie derivada de la
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misma sin tener en cuenta la cantidad de pasajes. La progenie puede no ser
completamente idéntica en el contenido de acido nucleico a una célula parental,
aunque puede contener mutaciones. La progenie mutante que tiene la misma
funcién o actividad biologica que la seleccionada en la célula originalmente
transformada queda incluida en la presente invencion.

Un *“anticuerpo humano” es aquel que posee una secuencia de
aminoacidos la cual corresponde a la de un anticuerpo producido por un humano
0 una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios
de anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos.
Esta definicién de un anticuerpo humano excluye especificamente a un anticuerpo
humanizado que comprende residuos de union al antigeno no humanos.

El término “region variable” o “dominio variable” se refiere al dominio de
una cadena pesada o ligera de anticuerpo que esta involucrada en la unién del
anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y de la
cadena ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo en general
tienen estructuras similares, comprendiendo cada dominio cuantro regiones
estructurales conservadas (FRs) y tres regiones hipervariables (HVRs). (Ver, por
ejemplo, Kindt et al. Kuby Immunology, 6% ed., W.H. Freeman y Co., pagina 91
(2007).) Un dnico dominio VH o VL puede ser suficiente para conferir
especificidad de union al antigeno. Adicionalmente, pueden aislarse anticuerpos
que se unen a un antigeno en particular empleando un dominio VH o VL de un
anticuerpo que se une al antigeno para seleccionar una genoteca de dominios VL
o VH complementarios, respectivamente. Ver, por ej., Portolano et al., J.
Immunol. 150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

Una “estructura consenso humana” es una estructura la cual representa a
los residuos de aminoacidos de presentacion mas comun en una seleccion de
secuencias de estructura VL o VH de inmunoglobulina humana. En general, la

seleccion de secuencias de VL o VH de inmunoglobulina humana es de un
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subgrupo de secuencias de dominio variable. En general, el subgrupo de
secuencias es un subgrupo como en Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicion, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD
(1991), vols. 1-3. En algunas realizaciones, para la VL, el subgrupo es el
subgrupo kappa | como en Kabat et al., supra. En algunas realizaciones, para la
VH, el subgrupo es el subgrupo Il como en Kabat et al., supra.

Un anticuerpo “humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que
comprende los residuos de aminoacidos de HVRs no humanas y residuos de
aminoacidos de FRs humanas. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente la totalidad de por lo menos uno, y en
general dos, dominios variables, en donde todas o sustancialmente todas las
HVRs (por ej., CDRs) corresponden a aquellas de un anticuerpo no humano, y
todas o sustancialmente todas las FRs corresponden a aquellas de un anticuerpo
humano. Un anticuerpo humanizado opcionalmente puede comprender por lo
menos una porcion de una regidn constante de anticuerpo derivada de un
anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un anticuerpo, por €j., un
anticuerpo no humano, se refiere a un anticuerpo que ha sido objeto de
humanizacion.

El término “region hipervariable” o “HVR” en el presente contexto se refiere
a cada una de las regiones de un dominio variable de anticuerpo las cuales son
hipervariables en secuencia (“regiones determinantes de complementariedad” o
“CDRs”) y/lo forman lazos estructuralmente definidos (“lazos hipervariables™) y/o
contienen los residuos que contactan al antigeno (“contactos de antigeno”). En
general, los anticuerpos comprenden seis HVRs: tres en la VH (H1, H2, H3), y

tresenla VL (L1, L2, L3). Los ejemplos de HVRs en la presente incluyen:



10

15

20

25

46

(a) lazos hipervariables que se producen en los residuos de aminoacidos
26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2), y 96-101
(H3) (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987));

(b) CDRs que se presentan en los residuos de aminoacidos 24-34 (L1),
50-56 (L2), 89-97 (L3), 31-35b (H1), 50-65 (H2), y 95-102 (H3) (Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5ta Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991));

(c) contactos antigenos que se presentan en los residuos de aminoacidos
27c-36 (L1), 46-55 (L2), 89-96 (L3), 30-35b (H1), 47-58 (H2), y 93—
101 (H3) (MacCallum et al. J. Mol. Biol. 262: 732—-745 (1996)); y

(d) combinaciones de (a), (b), y/o (c), incluyendo residuos de aminoacidos
de HVR 46-56 (L2), 47-56 (L2), 48-56 (L2), 49-56 (L2), 26-35 (H1),
26-35b (H1), 49-65 (H2), 93-102 (H3), y 94-102 (H3).

A menos que se indique lo contrario, los residuos de HVR y otros residuos
en el dominio variable (por ej., los residuos FR) estan numerados en la presente
invencion de acuerdo con Kabat et al., supra.

Un “inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado a una o mas moléculas
heterdlogas, incluyendo entre otros a un agente citotoxico.

Un “individuo” o “sujeto” es un mamifero. Los mamiferos incluyen,
meramente a titulo enunciativo, animales domésticos (por ej., vacas, ovejas,
gatos, perros y caballos), primates (por €j., humanos y primates no humanos tales
como monos), conejos, y roedores (por ej., ratones y ratas). En ciertas
realizaciones, el individuo o sujeto es un humano.

Un anticuerpo “aislado” es aquel que ha sido separado de un componente
de su medioambiente natural. En algunas realizaciones, un anticuerpo es
purificado hasta mas del 95% o0 99% de pureza segun lo determinado por, a modo

de ejemplo, enfoque electroforético (por ej., SDS—-PAGE, enfoque isoeléctrico
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(IEF, por sus siglas en inglés), electroforesis capilar) o cromatografico (por e€j.,
HPLC de intercambio idnico o de fase inversa). Para una revision de los métodos
para la evaluacion de la pureza de los anticuerpos, véase, por €j., Flatman et al.,
J. Chromatogr. B 848:79-87 (2007).

Un acido nucleico “aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico que
ha sido separada de un componente de su medioambiente natural. Un acido
nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que
comunmente contienen la molécula de acido nucleico, aunque la molécula de
acido nucleico estd presente extracromosOmicamente 0 en una ubicacion
cromosomica que es diferente de su ubicacion cromosomica natural.

“Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo anti-Tau” se refiere a
una o mas moléculas de acido nucleico que codifican cadenas pesada y ligera de
anticuerpos (o sus fragmentos), incluyendo tales molécula(s) de acido nucleico en
un unico vector o vectores separados, y dicha o dichas moléculas de acido
nucleico presentes en una o mas ubicaciones en una célula huésped.

El término “anticuerpo monoclonal” en el presente contexto se refiere a un
anticuerpo obtenido de wuna poblacion de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion
son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos
variantes, por ej., que contienen mutaciones de presentacion natural o que surgen
durante la produccion de una preparacion de anticuerpos monoclonales, dichas
variantes en general estan presentes en cantidades menores. En contraste con
las preparaciones de los anticuerpos policlonales, las cuales tipicamente incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada
anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpos monoclonales se dirige
contra un unico determinante en un antigeno. Por lo tanto, el modificador

“monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como siendo obtenido de una



10

15

20

25

48

poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse
como que requiere la produccidon del anticuerpo mediante cualquier método en
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que seran empleados de
conformidad con la presente invencion pueden ser preparados mediante una
variedad de técnicas, incluyendo meramente a titulo enunciativo el método del
hibridoma, métodos de ADN recombinante, métodos de exhibicion en fago, y
meétodos que utilizan animales transgénicos que contienen la totalidad o parte de
los lugares de inmunoglobulina humana, dichos métodos y otros métodos
ejemplares para preparar anticuerpos monoclonales se describen en esta
invencion.

Un “anticuerpo desnudo” se refiere a un anticuerpo que no esta conjugado
a un resto heterélogo (por ej., un resto citotoxico) o radioetiqueta. El anticuerpo
desnudo puede estar presente en una formulacion farmacéutica.

“Anticuerpos nativos” se refieren a moléculas de inmunoglobulina de
presentacion natural con estructuras variables. Por ejemplo, los anticuerpos anti
IgG nativos son glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000
daltons, compuestos por dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas
idénticas que estan unidas a disulfuro. Desde el término N hasta el término C,
cada cadena pesada tiene una region variable (VH), también denominada un
dominio pesado variable o un dominio variable de cadena pesada, seguido por
tres dominios constantes (CH1, CH2, y CH3). Similarmente, desde el término N
hasta el término C, cada cadena ligera tiene una region variable (VL), también
llamado un dominio ligero variable o un dominio variable de cadena ligera,
seguido por un dominio ligero constante (CL). La cadena ligera de un anticuerpo
puede estar asignada a uno de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), sobre

la base de la secuencia de aminoacidos de su dominio constante.
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El término “prospecto” se emplea para hacer referencia a las instrucciones
habitualmente incluidas en los envases comerciales de productos terapéuticos,
que contienen informacion sobre las indicaciones, el uso, la dosificacion, la
administracion, la terapia combinada, contraindicaciones y/o advertencias con
respecto al uso de dichos productos terapéuticos.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencias de aminoacidos” con respecto
a una secuencia polipeptidica de referencia es definido como el porcentaje de
residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los
residuos de aminoéacidos en la secuencia polipeptidica de referencia, después del
alineamiento de las secuencias y de la introduccion de gaps (huecos), en caso
necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencias, y sin
considerar ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de
secuencias. El alineamiento para los propésitos de determinar el porcentaje de
identidad de secuencias de aminoacidos se puede lograr de diversas maneras
que estan dentro del conocimiento de la técnica, por ejemplo, empleando un
programa informatico publicamente disponible tal como el programa informatico
BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica
pueden determinar los parametros apropiados para el alineamiento de
secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr el alineamiento
maximo sobre toda la longitud de las secuencias que se estan comparando. Para
los propositos de esta invencion, sin embargo, el % de valores de identidad de
secuencias de aminoacidos se genera empleando el programa informatico de
comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico para la
comparacion de secuencias ALIGN-2 fue creado por Genentech, Inc., y el cédigo
fuente ha sido presentado con la documentacion del usuario en la Oficina del
Derecho de Autor de los Estados Unidos (U.S. Copyright Office), Washington

D.C., 20559, donde fue registrado bajo el NUmero de Registro de Derecho de
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Autor de los Estados Unidos TXU510087. EIl programa ALIGN-2 esta disponible
para el publico de Genentech, Inc., Sur de San Francisco, California, o puede ser
compilado del cédigo fuente. El programa ALIGN-2 deberia ser compilado para
utilizar en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los
parametros para la comparacion de secuencias son fijados por el programa
ALIGN-2 y no varian.

En situaciones en las cuales se emplea ALIGN-2 para comparaciones de
secuencias de aminoacidos, el % de identidad de secuencias de aminoacidos de
una secuencia de aminoacidos determinada A con una secuencia de aminoacidos
determinada B (lo cual puede describirse alternativamente como una secuencia
aminoacidica determinada A que tiene o comprende un cierto % de identidad de
secuencia aminoacidica con una secuencia aminoacidica determinada B) se
calcula de la siguiente manera:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es la cantidad de residuos de aminoacidos puntuados como
coincidencias idénticas por el programa de alineamiento de secuencias ALIGN-2
en ese alineamiento del programa de Ay B, y donde Y es la cantidad total de
residuos de aminoacidos en B. Se apreciara que donde la longitud de secuencia
de aminoéacidos A no es igual a la longitud de secuencia de aminoacidos B, el %
de identidad de secuencias de aminoacidos de A a B no sera igual al % de
identidad de secuencias de aminoacidos de B a A. A menos que se indique
especificamente lo contrario, todos los valores de % de identidad de secuencias
de aminoacidos empleados en la presente invencion son obtenidos segun lo
descrito en el parrafo inmediatamente precedente empleando el programa
informatico ALIGN-2.

El término “formulacion farmacéutica” se refiere a una preparacion la cual

estd en una forma tal que permita que la actividad biolégica de un ingrediente
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activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente téxicos para un sujeto al cual se le
administraria la formulacion.

Un “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en
una formulacion farmacéutica, que no es un ingrediente activo, el cual no es
toxico para un sujeto. Un portador farmacéuticamente aceptable incluye, entre
otros, un buffer, excipiente, estabilizante, o conservante.

El término “Tau”, en el presente contexto, se refiere a cualquier proteina
Tau nativa de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como
primates (por €j., humanos) y roedores (por €j., ratones y ratas), a menos que se
indique lo contrario. El término abarca Tau de “longitud completa”, sin procesar
asi como también cualquier forma de Tau que es el resultado del procesamiento
en la técnica. El término también abarca a las variantes de presentacion natural
de Tau, por €j., variantes de corte y empalme o variantes alélicas.

El término “pTau,” en el presente contexto, se refiere a Tau en donde un
residuo de serina, treonina o tirosina es fosforilado mediante una proteina quinasa
mediante la adicion de un grupo fosfato unido covalentemente. En algunas
realizaciones, pTau es fosforilada en un residuo de serina 0 en un residuo de
treonina. En algunas realizaciones, pTau es fosforilada en Serina en posicién 409
y/o Serina en posicion 404. En algunas realizaciones, pTau es fosforilada en
Serina en posicion 409.

Los términos “Tau soluble” o “proteina Tau soluble”, en el presente
contexto, se refieren a proteinas que consisten en mondomeros de proteina/
péptido Tau completamente solubilizados o en péptidos/ proteinas tipo Tau, 0 en
péptidos/ proteinas Tau modificados o truncados o en otros derivados de
monomeros de péptidos / proteinas Tau, y en oligdmeros de proteinas Tau. “Tau

soluble” excluye particularmente a los ovillos neurofibrilares (NFT).
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El término “Tau insoluble”, en el presente contexto, se refiere a mondmeros
agregados multiples de péptidos o proteinas Tau, o de péptidos/ proteinas tipo
Tau, o de péptidos / proteinas Tau modificados o truncados o de otros derivados
de péptidos/ proteinas Tau que forman estructuras oligoméricas o poliméricas las
cuales son insolubles tanto in vitro en un medio acuoso como in vivo en el cuerpo
de un mamifero o humano mas particularmente en el cerebro, aunque en especial
se refiere a multiples monémeros agregados de Tau o de péptidos/ proteinas Tau
modificados o truncados o de derivados de los mismos, los cuales son insolubles
en el cuerpo de un mamifero o humano mas especificamente en el cerebro,
respectivamente. “Tau insoluble” incluye en especial a los ovillos neurofibrilares
(NFT).

Los términos “Tau monomérica” o “mondémero de Tau”, en el presente
contexto, se refieren a proteinas Tau completamente solubilizadas sin complejos
agregados en medio acuoso.

Los términos “Tau agregada”, “Tau oligomérica” y “oligdbmero de Tau”, en el
presente contexto, se refiere a mondmeros agregados multiples de péptidos o
proteinas Tau, o de péptidos/ proteinas tipo Tau, o de péptidos/ proteinas Tau
modificados o truncados o de otros derivados de péptidos/ proteinas Tau que
forman estructuras oligoméricas o poliméricas las cuales son insolubles o solubles
tanto in vitro en medio acuoso como in vivo en el cuerpo de un mamifero o
humano, mas particularmente, en el cerebro, aunque particularmente a
monomeros agregados multiples de Tau o de péptidos/ proteinas Tau modificados
o truncados o de derivados de los mismos, los cuales son insolubles o solubles en
el cuerpo de un mamifero o de un humano, mas especificamente, en el cerebro,
respectivamente.

Los términos “pTau PHF”, “PHF”, y “filamentos helicoidales apareados”, se

emplean en la presente invencidn como sinénimos, y se refieren a pares de
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filamentos enrollados en hélices con una periodicidad de 160 nm visibles en
microscopia electrénica. El ancho varia entre 10 y 22 nm. PHF son las estructuras
predominantes en los ovillos neurofibrilares de la Enfermedad de Alzheimer (EA) y
en los hilos del neurdpilo. PHF también pueden verse en algunas pero no en
todas las neuritas distroficas asociadas con las placas neuriticas. El componente
principal de PHF es una forma hiperfosforilada de proteina tau asociada con
microtubulos. PHF pueden estar compuestos parcialmente de proteinas Tau
hiperfosforiladas antiparalelas vinculadas a disulfuro. PHF Tau pueden estar
truncadas de sus 20 residuos de aminoacidos de terminal C. Los mecanismos
subyacentes a la formacion de PHF son inciertos aunque la hiperfosforilacion de
Tau puede desvincularla de los microtibulos, aumentando el grupo soluble de
Tau del cual pueden formarse PHF dentro de las neuronas.

En el presente contexto, “tratamiento” (y sus variaciones gramaticales tales
como “tratar” o “que trata”) se refiere a la intervencion clinica en un intento de
alterar el curso natural del individuo que se esté tratando, y puede llevarse a cabo
ya sea de manera profilactica o durante el curso de la patologia clinica. Los
efectos deseables de tratamiento incluyen, meramente a titulo enunciativo, evitar
la aparicion o recurrencia de la enfermedad, alivio de los sintomas, disminucion
de cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, evitar
la metastasis, disminuir la velocidad de progresion de la enfermedad, mejora o
paliacion de la patologia, y remisibn 0 prognosis mejorada. En algunas
realizaciones, se emplean los anticuerpos de la invenciéon para demorar el

desarrollo de una enfermedad o desacelerar la progresién de una enfermedad.

El término “Enfermedad de Alzheimer temprana” o “EA temprana” en el
presente contexto (por ej., un “paciente diagnosticado con EA temprana” o un

“paciente que padece EA temprana”) incluye pacientes con deterioro cognitivo
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leve, tal como un déficit de memoria, debido a EA y pacientes que tienen
biomarcadores de EA, por ejemplo pacientes amiloide positivos.

El término “Enfermedad de Alzheimer leve” o “EA leve” en el presente
contexto (por ej., un “paciente diagnosticado con EA leve”) se refiere a una etapa
de la EA caracterizada por una puntuacion MMSE de 20 a 26.

El término “enfermedad de Alzheimer leve a moderada” o “EA leve a
moderada” en el presente contexto abarca tanto la EA leve como moderada, y se
caracteriza por una puntuacion MMSE de 18 a 26.

El término “Enfermedad de Alzheimer moderada” o “EA moderada” en el
presente contexto (por ej., un “paciente diagnosticado con EA moderada”) se
refiere a una etapa de la EA caracterizada por una puntuacion MMSE de 18 a 19.

El término “MMSE” se refiere al Mini Mental State Examination (Mini
Examen del Estado Mental), el cual brinda una puntuacién entre 1 y 30. Ver
Folstein, et al., 1975, J. Psychiatr. Res. 12:189-98. Las puntuaciones de 26 y mas
bajas son generalmente consideradas una indicacion de un déficit. Cuanto mas
baja es la puntuacion numérica en el MMSE, mayor es el déficit o deterioro del
paciente analizado con relacion a otro individuo con una puntuacién mas baja. Un
aumento en la puntuacion del MMSE puede ser una indicacion de una mejora en
la condicion del paciente, mientras que una disminucion en la puntuacion en el
MMSE puede denotar un empeoramiento en la condicidon del paciente.

El término “vector,” en el presente contexto, se refiere a una molécula de
acido nucleico capaz de propagar otro acido nucleico al cual esta ligado. El
término incluye al vector como una estructura de acido nucleico de autoreplicacion
asi como también al vector incorporado en el genoma de una célula huésped en
la cual se ha introducido. Ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de
acidos nucleicos a los cuales estan ligados operativamente. Dichos vectores son

denominados en la presente “vectores de expresion”.



10

15

20

25

55

COMPOSICIONES Y METODOS

Se proveen anticuerpos que se unen a Tau. En algunas realizaciones, un
anticuerpo de la invencion se une a Tau, se une a Tau monomeérica, Tau
oligomérica, Tau no fosforilada, y Tau fosforilada. En algunas realizaciones, un
anticuerpo de la invencidon se une a un epitopo dentro de los aminoacidos 2 a 24
de Tau humana madura. En algunas realizaciones, un anticuerpo de la invencion
se une a un epitopo dentro de los aminoacidos 2 a 24 de Tau y se une a Tau
monomerica, Tau oligomérica, Tau no fosforilada, y a Tau fosforilada. En algunas
realizaciones, un anticuerpo se une a un epitopo de Tau humana que tiene, o0 que
consiste en, la secuencia AEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRK (SEC ID NO: 2).
En algunas realizaciones, un anticuerpo se une a un epitopo de Tau de mono
cynomolgus que  tiene, o] que consiste en, la  secuencia
AEPRQEFDVMEDHAGTYGLGDRK (SEC ID NO: 4). En algunas realizaciones,
un anticuerpo se une a un epitopo de Tau humana que tiene, o que consiste en, la
secuencia AEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRK (SEC ID NO: 2) y un epitopo de
Tau de mono cynomolgus que tiene, 0 que consiste en, la secuencia
AEPRQEFDVMEDHAGTYGLGDRK (SEC ID NO: 4). En algunas realizaciones,
un anticuerpo de la invencidn se une a un epitopo dentro de los aminoacidos 19 a
33,19 a42,37 ab1, 100 a 114, 118 a 132, 0 172 a 177 de Tau humana madura.
En algunas realizaciones, un anticuerpo de la invencion se une a un epitopo
dentro de los aminoacidos 19 a 33, 19 a 42, 37 a 51, 100 a 114, 118 a 132, 0 172
a 177 de Tau humana madura y se une a Tau monomerica, Tau oligomérica, Tau
no fosforilada, y Tau fosforilada.

Los anticuerpos de la invencion son dutiles, por ej., para el diagnostico o

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
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Anticuerpos Anti—Tau Ejemplares

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 12,
22, 282, 292, y 342; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 13, 23, 283, 293, y 343; (c) HVR-H3 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 14,
24, 284, 294, y 344; (d) HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 15, 25, 285, 295, 345, y 468 to 556; (e) HVR-L2
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs:
16, 26, 286, 296, y 346; y (f) HVR-L3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 17, 27, 287, 297,y 347.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 342; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 343; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 344; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 345; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 346; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 347.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 72 y
302; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 73 y 303; (c) HVR-H3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 74 y 304; (d) HVR-L1 que

comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 75y
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305; (e) HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 76 y 306; y (f) HVYR-L3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 77 y 307.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 82,
312, 322, y 332; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 83, 313, 323, y 333; (c) HVYR-H3 que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 84, 314, 324,y
334; (d) HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 85, 315, 325, y 335; (e) HVR-L2 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 86, 316, 326, y 336; y
() HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre
SEC ID NOs: 87, 317, 327,y 337.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 32; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 33; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 34; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 35; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 36; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 37.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 42; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 43; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 44; (d) HVR-L1 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 45; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 46; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 47.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 52; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 53; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 54; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 55; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 56; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 57.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 62; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 63; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 64; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 65; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 66; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 67.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 72; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 73; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 74; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 75; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 76; y (f) HVYR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 77.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 82; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 83; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 84; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 85; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 86; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 87.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 92; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 93; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 94; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 95; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 96; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 97.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 102; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 103; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 104; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 105; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 106; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 107.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 112; (b) HYR-H2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 113; (c) HVYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 114; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 115; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 116; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 117.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 122; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 123; (c) HVYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 124; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 125; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 126; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 127.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 132; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 133; (c) HVYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 134; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 135; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 136; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 137.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 142; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 143; (c) HVYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 144; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 145; (e) HVR-L2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 146; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 147.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 152; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 153; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 154; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 155; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 156; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 157.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 162; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 163; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 164; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 165; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 166; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 167.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 172; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 173; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 174; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 175; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 176; y (f) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 177.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 182; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 183; (c) HVYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 184; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 185; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 186; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 187.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 192; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 193; (c) HVYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 194; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 195; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 196; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 197.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 202; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 203; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 204; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 205; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 206; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 207.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 212; (b) HYR-H2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 213; (c) HVYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 214; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 215; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 216; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 217.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 222; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 223; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 224; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 225; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 226; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 227.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 232; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 233; (c) HVYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 234; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 235; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 236; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 237.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 242; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 243; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 244; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 245; (e) HVR-L2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 246; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 247.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 252; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 253; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 254; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 255; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 256; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 257.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 262; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 263; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 264; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 265; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 266; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 267.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 272; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 273; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 274; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 275; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 276; y (f) HVR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 277.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 282; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 283; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 284; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 285; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 286; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 287.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 292; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 293; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 294; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 295; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 296; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 297.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 302; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 303; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 304; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 305; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 306; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 307.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HYR-H1 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 312; (b) HYR-H2 que



10

15

20

25

66

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 313; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 314; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 315; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 316; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 317.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 322; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 323; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 324; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 325; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 326; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 327.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas entre (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 332; (b) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 333; (c) HYR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 334; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 335; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 336; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 337.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 12, 22, 282, 292, y
342; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 13, 23, 283, 293, y 343; y (c) HVR-H3 que comprende una
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344. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs:
12, 22, 282, 292, y 342; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 13, 23, 283, 293,y 343; y (c) HVR-
H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID
NOs: 14, 24, 284, 294,y 344.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 342; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 343; y (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 344. En algunas
realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende por lo menos una, dos o tres
HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 342; (b) HYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 343; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 344.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 72 y 302; (b) HVR-
H2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID
NOs: 73 y 303; y (c) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 74 y 304. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 72 y 302; (b) HVR-H2 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 73 y
303; y (c) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 82, 312, 322, y 332;
(b) HVYR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre
SEC ID NOs: 83, 313, 323, y 333; y (c) HVR-H3 que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 84, 314, 324,y 334. En algunas
realizaciones, un anticuerpo anti—~Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 82, 312, 322,y
332; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 83, 313, 323, y 333; y (c) HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 84, 314, 324,y 334.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 32; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 33; y (c) HVYR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 34. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 32; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 33; y (c) HYR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 34.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 42; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 43; y (c) HVYR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 44. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEC ID NO: 43; y (c) HYR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 44,

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 52; (b) HVYR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 53; y (c) HVYR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 54. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 52; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 53; y (c) HYR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 54.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 62; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 63; y (c) HYR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 64. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 62; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 63; y (c) HYR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 64.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 72; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 73; y (c) HVYR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 74. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEC ID NO: 73; y (c) HVYR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 74.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 82; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 83; y (c) HVYR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 84. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 82; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 83; y (c) HYR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 84.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 92; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 93; y (c) HVYR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 94. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 92; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 93; y (c) HVYR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 94.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 102; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 103; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 104. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEC ID NO: 103; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 104.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 112; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 113; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 114. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 112; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 113; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 114.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 122; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 123; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 124. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 122; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 123; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 124.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 132; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 133; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 134. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoéacidos de SEC ID NO: 133; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 134.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 142; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 143; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 144. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 142; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 143; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 144.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 152; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 153; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 154. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 152; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 153; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 154.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 162; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 163; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 164. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoéacidos de SEC ID NO: 163; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 164.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 172; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 173; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 174. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 172; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 173; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 174.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 182; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 183; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 184. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 182; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 183; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 184.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 192; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 193; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 194. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoéacidos de SEC ID NO: 193; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 194.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 202; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 203; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 204. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 202; (b) HYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 203; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 204.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 212; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 213; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 214. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 212; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 213; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 214.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 222; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 223; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 224. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEC ID NO: 223; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 224.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 232; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 233; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 234. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 232; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 233; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 234.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 242; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 243; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 244. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 242; (b) HYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 243; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 244.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 252; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 253; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 254. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEC ID NO: 253; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 254.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 262; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 263; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 264. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 262; (b) HYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 263; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 264.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 272; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 273; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 274. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 272; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 273; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 274.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 282; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 283; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 284. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoéacidos de SEC ID NO: 283; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 284.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 292; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 293; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 294. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 292; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 293; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 294.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 302; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 303; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 304. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 302; (b) HYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 303; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 304.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 312; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 313; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 314. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoéacidos de SEC ID NO: 313; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 314.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 322; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 323; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 324. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 322; (b) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 323; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 324.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 332; (b) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 333; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 334. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 332; (b) HYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 333; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 334.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 15, 25, 285, 295,
345, y 468 to 556; (b) HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 16, 26, 286, 296, y 346; y (c) HVR-L3 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 17,

27, 287,297,y 347. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—-Tau comprende
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() HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre
SEC ID NOs: 15, 25, 285, 295, 345, y 468 to 556; (b) HVR-L2 que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 16, 26, 286, 296,
y 346; y (c) HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 17, 27, 287, 297,y 347.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 345; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 346; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 347. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 345; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 346; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 347.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 75 y 305; (b) HVR-L2
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs:
76 y 306; y (¢) HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 77 y 307. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 75 y 305; (b) HVR-L2 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 76 y
306; y (c) HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 77 y 307.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos

una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende una
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secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 85, 315, 325, y 335;
(b) HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre
SEC ID NOs: 86, 316, 326, y 336; y (c) HVR-L3 gque comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 87, 317, 327,y 337. En algunas
realizaciones, un anticuerpo anti—-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 85, 315, 325, y
335; (b) HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 86, 316, 326, y 336; y (c) HVR-L3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 87, 317, 327,y 337.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 35; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 36; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 37. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 35; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 36; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 37.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 45; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 46; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 47. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 45; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 46; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 47.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 55; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 56; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 57. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 55; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 56; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 57.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 65; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 66; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 67. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 65; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 66; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 67.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 75; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 76; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 77. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 75; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 76; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 77.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 85; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 86; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 87. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 85; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 86; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 87.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 95; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 96; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 97. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 95; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 96; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 97.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 105; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 106; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 107. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 105; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 106; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 107.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 115; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 116; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 117. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 115; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 116; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 117.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 125; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 126; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 127. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 125; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 126; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 127.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 135; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 136; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 137. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 135; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 136; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 137.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 145; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 146; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 147. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 145; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 146; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 147.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 155; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 156; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 157. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 155; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 156; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 157.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 165; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 166; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 167. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 165; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 166; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 167.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 175; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 176; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 177. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 175; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 176; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 177.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 185; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 186; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 187. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 185; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 186; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 187.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 195; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 196; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 197. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 195; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 196; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 197.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 205; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 206; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 207. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 205; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 206; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 207.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 215; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 216; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 217. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 215; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 216; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 217.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 225; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 226; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 227. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 225; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 226; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 227.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 235; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 236; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 237. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 235; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 236; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 237.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 245; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 246; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 247. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 245; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 246; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 247.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 255; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 256; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 257. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 255; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 256; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 257.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 265; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 266; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 267. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 265; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 266; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 267.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 275; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 276; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 277. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 275; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 276; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 277.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 285; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 286; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 287. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 285; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 286; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 287.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 295; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 296; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 297. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 295; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 296; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 297.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 305; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 306; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 307. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 305; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 306; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 307.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 315; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 316; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 317. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 315; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 316; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 317.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 325; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 326; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 327. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 325; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 326; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 327.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende por lo menos
una, dos o tres HVRs seleccionadas entre (a) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 335; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 336; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 337. En algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 335; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID NO: 336; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 337.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs:
12, 22, 282, 292, y 342; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 13, 23, 283, 293, y 343; (c) HVR-
H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID
NOs: 14, 24, 284, 294, y 344; (d) HVR-L1 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 15, 25, 285, 295, 345, y 468 to 556;
(e) HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre

SEC ID NOs: 16, 26, 286, 296, y 346; y (f) HVR-L3 que comprende una
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secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 17, 27, 287, 297, y
347.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 342; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 343; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 344; (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 345; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 346; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 347.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs:
72 y 302; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 73 y 303; (c) HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 74 y 304; (d) HVR-L1
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs:
75 y 305; (¢) HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 76 y 306; y (f) HVR-L3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 77 y 307.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs:
82, 312, 322, y 332; (b) HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC ID NOs: 83, 313, 323, y 333; (c) HVYR-H3 que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 84, 314, 324,y
334; (d) HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre SEC ID NOs: 85, 315, 325, y 335; (e) HVR-L2 que comprende una

secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC ID NOs: 86, 316, 326, y 336; y
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() HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre
SEC ID NOs: 87, 317, 327,y 337.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 32; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 33; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 34; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 35; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 36; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 37.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 42; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 43; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 44; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 45; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 46; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 47.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 52; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 53; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 54; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 55; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 56; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 57.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 62; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 63; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 64; (d) HVR-L1 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 65; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 66; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 67.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 72; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 73; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 74; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 75; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 76; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 77.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 82; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 83; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 84; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 85; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 86; y (f) HVYR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 87.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 92; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 93; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 94; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 95; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 96; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 97.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 102; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 103; (c) HVR-H3
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 104; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 105; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 106; y (f) HYR-L3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 107.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 112; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 113; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 114; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 115; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 116; y (f) HVYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 117.

que
que
que
que

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 122; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 123; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 124; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 125; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 126; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 127.

que
que
que
que

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 132; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 133; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 134; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 135; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 136; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 137.

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 142; (b) HVYR-H2
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 143; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 144; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 145; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 146; y (f) HYR-L3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 147.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 152; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 153; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 154; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 155; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 156; y (f) HYR-L3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 157.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 162; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 163; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 164; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 165; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 166; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 167.

que
que
que
que

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 172; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 173; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 174; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 175; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 176; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 177.
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En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 182; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 183; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 184; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 185; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 186; y (f) HYR-L3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 187.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 192; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 193; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 194; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 195; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 196; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 197.

que
que
que
que

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 202; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 203; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 204; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 205; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 206; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 207.

que
que
que

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 212; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 213; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 214; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 215; (e) HVR-L2
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que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 216; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 217.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 222; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 223; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 224; (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 225; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 226; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 227.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 232; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 233; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 234; (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 235; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 236; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 237.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 242; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 243; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 244; (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 245; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 246; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 247.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 252; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 253; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 254; (d) HVR-L1
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que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 255; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 256; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 257.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 262; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 263; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 264; (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 265; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 266; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 267.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 272; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 273; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 274; (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 275; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 276; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEC ID NO: 277.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 282; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 283; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 284; (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 285; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 286; y (f) HVR-L3
qgue comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 287.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 292; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 293; (c) HVR-H3
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 294; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 295; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 296; y (f) HYR-L3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 297.

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 302; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 303; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 304; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 305; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 306; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 307.

que
que
que
que

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 312; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 313; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 314; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 315; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 316; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 317.

que
que
que
que

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 322; (b) HVYR-H2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 323; (c) HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 324; (d) HVR-L1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 325; (e) HVR-L2
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 326; y (f) HYR-L3

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 327.

que

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-Tau comprende (a) HVR-H1

comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 332; (b) HVYR-H2
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que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 333; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 334; (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 335; (e) HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 336; y (f) HVR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 337.

En cualquiera de las realizaciones antes mencionada, un anticuerpo anti—
Tau es humanizado. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti—Tau comprende
HVRs como en cualquiera de las realizaciones precedentes, y comprende
ademas una estructura humana aceptora, por ej. una estructura de
inmunoglobulina humana o una estructura consenso humana.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-Tau comprende una secuencia de
dominio variable de cadena pesada (VH) que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260,
270, 280, 290, 300, 310, 320, 330 o 340. En ciertas realizaciones, una secuencia
de VH que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
0 99% de identidad contiene sustituciones (por €j., sustituciones conservadoras),
inserciones, o deleciones con relacion a la secuencia de referencia, aunque un
anticuerpo anti—Tau que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse
a Tau. En ciertas realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos han sido
sustituidos, insertados y/o suprimidos en SEC ID NO: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240,
250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330 o 340. En ciertas realizaciones, las
sustituciones, inserciones o supresiones se producen en regiones fuera de las
HVRs (es decir, en las FRs). Opcionalmente, el anticuerpo anti-Tau comprende

la secuencia de VH en SEC ID NO: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110,
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120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270,
280, 290, 300, 310, 320, 330 o 340, incluyendo las modificaciones
postraduccionales de esa secuencia. En una realizacion particular, la VH
comprende una, dos o tres HVRs seleccionadas entre: (a) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 12, 22, 32, 42, 52, 62,
72,82,92,102, 112, 122, 132, 142, 152, 162, 172, 182, 192, 202, 212, 222, 232,
242, 252, 262, 272, 282, 292, 302, 312, 322, 332, o 342, (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 13, 23, 33, 43, 53, 63,
73, 83, 93, 100, 113, 123, 133, 143, 153, 163, 173, 183, 193, 203, 213, 223, 233,
243, 253, 263, 273, 283, 293, 303, 313, 323, 333, 0 343, y (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 14, 24, 34, 44, 54, 64,
74, 84, 94, 104, 114, 124, 134, 144, 154, 164, 174, 184, 194, 204, 214, 224, 234,
244,254, 264, 274, 284, 294, 304, 314, 324, 334, 0 344.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-Tau comprende una secuencia de
dominio variable de cadena ligera (VL) que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101,
111, 121, 131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261
271, 281, 291, 301, 311, 321, 331, o 341. En ciertas realizaciones, una secuencia
de VL que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
0 99% de identidad contiene sustituciones (por ej., sustituciones conservadoras),
inserciones, 0 supresiones con relacion a la secuencia de referencia, aunque un
anticuerpo anti—Tau que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse
a Tau. En ciertas realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos han sido
sustituidos, insertados y/o suprimidos en SEC ID NO: 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71,
81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241,
251, 261, 271, 281, 291, 301, 311, 321, 331 o 341. En ciertas realizaciones, las
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sustituciones, inserciones o supresiones se producen en regiones fuera de las
HVRs (es decir, en las FRs). Opcionalmente, el anticuerpo anti-Tau comprende
la secuencia de VL en SEC ID NO: 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111,
121, 131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 271,
281, 291, 301, 311, 321, 331 o 341, incluyendo las modificaciones
postraduccionales de esa secuencia. En una realizacion particular, la VL
comprende una, dos o tres HVRs seleccionadas entre: (a) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 15, 25, 35, 45, 55, 65,
75, 85, 95, 105, 115, 125, 135, 145, 155, 165, 175, 185, 195, 205, 215, 225, 235,
245, 255, 265, 275, 285, 295, 305, 315, 325, 335, o 345, (b) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 16, 26, 36, 46, 56, 66,
76, 86, 96, 106, 116, 126, 136, 146, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 216, 226, 236,
246, 266, 266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 0 346, y (c) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 17, 27, 37, 47, 57, 67,
77,87,97,107, 117, 127, 137, 147, 157, 167, 177, 187, 197, 207, 217, 227, 237,
247,267, 277,277,287, 297, 307, 317, 327, 337, 0 347.

En otro aspecto, se provee un anticuerpo anti-Tau, donde el anticuerpo
comprende una VH como en cualquiera de las realizaciones proporcionadas
anteriormente, y una VL como en cualquiera de las realizaciones proporcionadas
anteriormente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias
de VH y VL en SEC ID NO: 280 y SEC ID NO: 281, respectivamente, incluyendo
las modificaciones postraduccionales de esas secuencias. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias de VH y VL en SEC ID
NO: 290 y SEC ID NO: 291, respectivamente, incluyendo las modificaciones
postraduccionales de esas secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende las secuencias de VH y VL en SEC ID NO: 300 y SEC ID NO: 301,

respectivamente, incluyendo las modificaciones postraduccionales de esas
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secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias
de VH y VL en SEC ID NO: 310 y SEC ID NO: 311, respectivamente, incluyendo
las modificaciones postraduccionales de esas secuencias. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias de VH y VL en SEC ID
NO: 320 y SEC ID NO: 321, respectivamente, incluyendo las modificaciones
postraduccionales de esas secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende las secuencias de VH y VL en SEC ID NO: 330 y SEC ID NO: 331,
respectivamente, incluyendo las modificaciones postraduccionales de esas
secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias
de VH y VL en SEC ID NO: 340 y SEC ID NO: 341, respectivamente, incluyendo
las modificaciones postraduccionales de esas secuencias.

En algunas realizaciones, se provee un anticuerpo anti—Tau, donde el
anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 348 o SEC ID NO: 602 y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 349. En algunas
realizaciones, se provee un anticuerpo anti—Tau, donde el anticuerpo comprende
una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
348 o SEC ID NO: 602 y una cadena ligera que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 349.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un anticuerpo que se une
al mismo epitopo que un anticuerpo anti-Tau proporcionado en la presente
invencion. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se provee un anticuerpo que se
une al mismo epitopo que un anticuerpo seleccionado entre 94B2—-C1, 125B11—
H3, 37D3-H9, y hu37D3-H9.v28.A4. En ciertas realizaciones, se proporciona un
anticuerpo que se une a un epitopo dentro de un fragmento de Tau que consiste
en los aminoacidos 2-24 de SEC ID NO: 2. En ciertas realizaciones, se provee

un anticuerpo que se une a un epitopo dentro de un fragmento de Tau que
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consiste en los aminoacidos 7-24 de SEC ID NO: 2. En ciertas realizaciones, se
provee un anticuerpo que se une a un epitopo dentro de un fragmento de Tau que
consiste en los aminoacidos 7-20 de SEC ID NO: 2. En ciertas realizaciones, se
provee un anticuerpo que se une a un epitopo dentro de un fragmento de Tau que
consiste en los aminoacidos 10-24 de SEC ID NO: 2. En ciertas realizaciones, se
provee un anticuerpo que se une a un epitopo dentro de un fragmento de Tau que
consiste en los aminoacidos 7-21 de SEC ID NO: 2. En ciertas realizaciones, se
provee un anticuerpo que se une a un epitopo dentro de un fragmento de Tau que
consiste en los aminoacidos 8-22 de SEC ID NO: 2. En ciertas realizaciones, se
provee un anticuerpo que se une a un epitopo dentro de un fragmento de Tau que
consiste en los aminoacidos 11-25 de SEC ID NO: 2. En ciertas realizaciones, se
provee un anticuerpo que se une a uno o0 mas, o a todos, de los siguientes
fragmentos de Tau: 2-24, 7-24, 7-20, 10-24, 7-21, 8-22, y 11-25. En algunas
realizaciones, se provee un anticuerpo que se une a un péptido que tiene la
secuencia de SEC ID NO: 593, pero no se une a un peéptido que tiene la
secuencia de SEC ID NO: 596 o SEC ID NO: 597.

En un aspecto adicional de la invencién, un anticuerpo anti-Tau de
acuerdo con cualquiera de las realizaciones antes mencionadas es un anticuerpo
monoclonal, que incluye un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En una
realizacion, un anticuerpo anti-Tau es un fragmento de anticuerpo, por €j., un
fragmento Fv, Fab, Fab’, scFv, diacuerpo, o fragmento F(ab’).. En otra
realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa, por ej., un
anticuerpo intacto de IgG1l o IgG4 u otra clase o isotipo de anticuerpo segun lo
definido en esta invencion.

En un aspecto adicional, un anticuerpo anti-Tau de acuerdo con cualquiera

de las realizaciones anteriores puede incorporar cualquiera de las caracteristicas,
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en forma individual o en combinacion, segun lo descrito en las Secciones 1-7 que
aparecen mas adelante:

Afinidad de Anticuerpo

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta invencion
tiene una constante de disociacion (Kp) de < 1uM, <100 nM, €10 nM, <1 nM,
<0.1 nM, £0.01 nM, 0 <0.001 nM (por ej. 108 M o menos, por €j. entre 108My
1013 M, por €j., entre 10°My 10713 M).

En algunas realizaciones, la Ko se mide mediante un ensayo de union al
antigeno radioetiquetado (RIA, por sus siglas en inglés). En algunas realizaciones,
un RIA se realiza con la version de Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno.
Por ejemplo, se mide la afinidad de unién en solucion de Fabs equilibrando Fab
con una concentraciéon minima de antigeno (*?°l)-etiquetado en presencia de una
serie de titulacion de antigeno no etiquetado, luego capturando el antigeno unido
con una placa recubierta con anticuerpo anti—Fab (ver, por ej., Chen et al., J. Mol.
Biol. 293:865-881(1999)). Para establecer las condiciones para el ensayo, se
recubren placas de mudltiples pocillos MICROTITER® (Thermo Scientific) durante
toda la noche con 5 pg/ml de un anticuerpo anti—Fab de captura (Cappel Labs) en
carbonato sédico 50 mM (pH 9.6), y y posteriormente se bloquea con 2% de
seroalbumina bovina (p/v) en PBS durante dos a cinco horas a temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no adsorbente (Nunc #269620),
se mezclan 100 pM o 26 pM de [*?°I]-antigeno con diluciones seriadas de un Fab
de interés (por ej., de manera consistente con la evaluacion del anticuerpo anti—
VEGF, Fab-12, en Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). Luego se
incuba el Fab de interés durante toda la noche; sin embargo, la incubacion puede
continuar durante un periodo mas largo (por ej., aproximadamente 65 horas) para
asegurar que se alcanza ese equilibrio. A continuacién, se transfieren las

mezclas a la placa de captura para la incubacion a temperatura ambiente (por €j.,
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durante una hora). Luego, la solucion se retira y la placa se lava ocho veces con
0,1% polisorbato 20 (TWEEN-20®) en PBS. Cuando las placas se han secado,
se agregan 150 pl/pocillo de agente de centelleo (MICROSCINT-20 ™:; Packard),
y se cuentan las placas en un contador gamma TOPCOUNT ™ (Packard) durante
diez minutos. Se eligen las concentraciones de cada Fab que dan menos de o
igual a 20% de la unidon maxima para utilizar en ensayos de unién competitiva.

De acuerdo con otra realizacion, Kp se mide empleando un ensayo de
resonancia de plasmoén superficial BIACORE®. Por ejemplo, se realiza un ensayo
empleando un BIACORE®-2000 o un BIACORE ®-3000 (BlAcore, Inc.,
Piscataway, NJ) a 25°C con chips de antigeno inmovilizado CM5 a ~10 unidades
de resonancia (UR). En algunas realizaciones, se activan chips biosensores de
dextrano carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) con clorhidrato d e N—etil-N'- (3—
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. Se diluye el antigeno con acetato sddico 10
mM, pH 4.8, hasta 5 yg/ml (~0.2 uM) antes de la inyeccién a una velocidad de
flujo de 5 pyl/minuto para lograr aproximadamente 10 unidades de resonancia (UR)
de proteina acoplada. Luego de la inyeccion de antigeno, se inyecta etanolamina
1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para las mediciones de la cinética,
se inyectan diluciones seriadas dobles de Fab (0.78 nM a 500 nM) en PBS con
0.05% de surfactante de polisorbato 20 (TWEEN-20™) (PBST) a 25°C a una
velocidad de flujo de aproximadamente 25 ul/min. Se calculan las velocidades de
asociacion (kgn) Y las velocidades de disociacion (koff) empleando un modelo
simple de unién Langmuir uno a uno (BIACORE ® Evaluation Software version
3.2) ajustando en forma simultanea los sensogramas de asociacion y disociacion.
Se calcula la constante de disociacion en equilibrio (Ko) como la relacion koff/Kon.
Ver, por ej., Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Si la velocidad de

asociacion excede 106 M—1 s—1 mediante el ensayo de resonancia de plasmén
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de superficie mencionado anteriormente, entonces se puede determinar la
velocidad de asociacion empleando una técnica de templado fluorescente que
mide el aumento o disminucion de la intensidad de emision de fluorescencia
(excitacién = 295 nm; emisién = 340 nm, 16 nm pase de banda) a 250C de un
anticuerpo anti—antigeno de 20 nM (forma de Fab) en PBS, pH 7.2, en presencia
de concentraciones en aumento de antigeno segun lo medido en un
espectrometro, tal como un espectrometro equipado con flujo de parada (Aviv
Instruments) o un espectrofotometro  serie 8000 SLM-AMINCO™
(ThermoSpectronic) con una cubeta agitadora.

2. Fragmentos de Anticuerpo

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente es un
fragmento de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo incluyen, meramente a
titulo enunciativo, fragmentos Fab, Fab’, Fab’'-SH, F(ab’)2, Fv y scFv, y otros
fragmentos descritos mas adelante. Para una revision de ciertos fragmentos de
anticuerpos, véase Hudson et al. Nat. Med. 9:129-134 (2003). Para una revision
de fragmentos scFv, véase, por ej., Pluckthin, en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer—Verlag,
Nueva York), pp. 269-315 (1994); véase ademas WO 93/16185; y Patentes
Estadounidenses Nos. 5.571.894 y 5.587.458. Para una descripcion de los
fragmentos Fab y F(ab')z que comprenden residuos de epitopo de union al
receptor de rescate y que tienen aumento de la vida media in vivo, véase la
Patente Estadounidense No. 5.869.046.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de union al
antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos. Véase, por ejemplo, EP
404.097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003); y Hollinger
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993). Se describen también

triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).
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Los anticuerpos de un solo dominio son fragmentos de anticuerpo que
comprenden la totalidad o una porcién del dominio variable de la cadena pesada o
la totalidad o una porcién del dominio variable de la cadena ligera de un
anticuerpo. En ciertas realizaciones, un anticuerpo de un solo dominio es un
anticuerpo humano de un solo dominio (Domantis, Inc., Waltham, MA; ver, por €j.,
Patente Estadounidense No. 6.248.516 B1).

Pueden prepararse fragmentos de anticuerpo mediante diversas técnicas,
incluyendo meramente a titulo enunciativo digestion proteolitica de un anticuerpo
intacto asi como también produccion mediante células huéspedes recombinantes
(por ej. E. coli o fago), segun lo descrito en esta invencion.

3. Anticuerpos Quiméricos y Humanizados

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente es un
anticuerpo quimérico. Se describen ciertos anticuerpos quimeéricos, por ej., en la
Patente Estadounidense No. 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 81:6851-6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo quimeérico comprende
una region variable no humana (por ej., una region variable derivada de un raton,
rata, hamster, conejo, o primate no humano, tal como un mono) y una region
constante humana. En un ejemplo adicional, un anticuerpo quimérico es un
anticuerpo “con cambio de clase” en el cual se ha cambiado la clase o subclase
de aquella del anticuerpo parental. Los anticuerpos quimeéricos incluyen a sus
fragmentos de unién al antigeno.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo quimeérico es un anticuerpo
humanizado. En general, un anticuerpo no humano es humanizado para reducir la
inmunogenicidad en los seres humanos, reteniendo al mismo tiempo la
especificidad y la afinidad del anticuerpo no humano parental. En general, un
anticuerpo humanizado comprende uno o mas dominios variables en los cuales

HVRs, por ej., CDRs, (0 las porciones de las mismas) son derivadas de un
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anticuerpo no humano, y FRs (o las porciones de las mismas) son derivadas de
secuencias de anticuerpos humanos. Un anticuerpo humanizado opcionalmente
comprendera ademas por lo menos una porcion de una region constante humana.
En algunas realizaciones, algunos residuos de FR en un anticuerpo humanizado
son sustituidos con residuos correspondientes de un anticuerpo no humano (por
ej., el anticuerpo del cual derivan los residuos de HVR), por ej., para restaurar o
mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los métodos para su preparacion son
revisados, por ej., en Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008), y
son descritos adicionalmente, por ej., en Riechmann et al., Nature 332:323-329
(1988); Queen et al.,, Proc. Natl Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989);
Patentes Estadounidenses Nos. 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321, y 7.087.409;
Kashmiri et al.,, Methods 36:25-34 (2005) (describen injerto de regiones
determinantes de especificidad (SDR, por sus siglas en inglés)); Padlan, Mol.
Immunol. 28:489-498 (1991) (que describe el "revestimiento” (“resurfacing”));
Dall'Acqua et al., Methods 36: 43—-60 (2005) (que describe "barajado de FR" (“FR
shuffling”)); y Osbourn et al., Methods 36: 61-68 (2005) y Klimka et al, Br. J.
Cancer, 83: 252-260 (2000) (que describe el enfoque de "seleccion guiada” para
el barajado de FR).

Las regiones de estructura humanas que pueden usarse para la
humanizacion incluyen, pero no se limitan a: regiones de estructura seleccionadas
utilizando el método de “mejor ajuste” (véase, por ejemplo, Sims et al. J. Immunol.
151: 2296 (1993)); regiones de estructura derivadas de la secuencia de consenso
de los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de regiones variables de
cadena ligera o pesada (ver, por ejemplo, Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4285 (1992); y Presta et al. J. Immunol, 151:2623 (1993)); regiones de

estructura maduras humanas (somaticamente mutadas) o regiones de estructura
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de la linea germinal humana (ver, por ejemplo, Almagro y Fransson, Front. Biosci.
13:1619-1633 (2008)); y regiones de estructura derivadas de seleccion de
genotecas de FR (véase, por ejemplo, Baca et al., J. Biol. Chem. 272: 10678-
10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem. 271 :22611-22618 (1996)).

4. Anticuerpos humanos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
invencion es un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanos pueden ser
producidos utilizando diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos
humanos son descritos, en general, en van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin.
Pharmacol. 5:368-74 (2001) y Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459 (2008).

Los anticuerpos humanos pueden ser preparados administrando un
inmunégeno a un animal transgénico que ha sido modificado para producir
anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables
humanas como respuesta al desafio antigénico. Dichos animales en general
contienen la totalidad o una porcion de los sitios de inmunoglobulina humana, los
cuales reemplazan a los sitios de inmunoglobulina endégena, o los cuales estan
presentes extracromosOmicamente o estan integrados al azar en los cromosomas
del animal. En dichos ratones transgénicos, los sitios de inmunoglobulina
endogena han sido generalmente inactivados. Para una revision de los métodos
para obtener anticuerpos humanos a partir de animales transgénicos, véase
Lonberg, Nat. Biotech. 23: 1117-1125 (2005). Véase ademas, por ejemplo, las
Patentes de los Estados Unidos de Ameérica Nos. 6.075.181 y 6.150.584 que
describen la tecnologia XENOMOUSE™; Patente de los Estados Unidos de
América N° 5.770.429 que describe la tecnologia HUMAB®; Patente de los
Estados Unidos de Ameérica N° 7.041.870 que describe la tecnologia K-M
MOUSE®, y la Publicaciéon de la Solicitud de Patente Estadounidense No. US
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2007/0061900, que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones
variables humanas de anticuerpos intactos generados por dichos animales
pueden ser adicionalmente modificadas, por ejemplo, combinando con una region
constante humana diferente.

Los anticuerpos humanos también pueden ser preparados mediante
métodos basados en hibridoma. Se han descrito lineas celulares de mieloma
humano y de heteromieloma de ratbn—humano para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos. (Véase, por ejemplo, Kozbor J. Immunol, 133: 3001
(1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et al,
J. Immunol., 147:86 (1991)). Los anticuerpos humanos generados por medio de
la tecnologia de hibridoma de células B humanas son también descritos en Li et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Los métodos adicionales
incluyen aquellos descritos, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos de
Ameérica N° 7.189.826 (que describe la produccion de anticuerpos de IgM humana
monoclonales de lineas celulares de hibridoma) y Ni, Xiandai Mianyixue,
26(4):265-268 (2006) (que describe hibridomas humano—humano). La tecnologia
de hibridoma humano (tecnologia de Trioma) es también descrita en Vollmers y
Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) y Vollmers y
Brandlein, Methods and Findings in Experimental y Clinical Pharmacology, 27(3):
185-191 (2005).

Los anticuerpos humanos también pueden ser generados aislando
secuencias de dominio variable de clon Fv seleccionadas de genotecas de
exhibicion en fagos derivadas de humano. Luego, dichas secuencias de dominio
variable pueden ser combinadas con un dominio constante humano deseado. Las
técnicas para seleccionar anticuerpos humanos de las genotecas de anticuerpos

son descritas mas adelante.
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5. Anticuerpos Derivados de Genotecas

Los anticuerpos de la invencién pueden ser aislados por screening de
genotecas combinatorias para anticuerpos con la actividad o actividades
deseadas. Por ejemplo, se conocen diversos métodos en la técnica para generar
genotecas de exhibicion en fagos y el screening de dichas genotecas para
seleccionar anticuerpos que poseen las caracteristicas deseadas de unidn.
Dichos métodos son revisados, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods in
Molecular Biology 178: 1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001)
y descritos adicionalmente, por ejemplo, en the McCafferty et al, Nature 348:552—
554; Clackson et al, Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al, J. Mol. Biol 222:
581-597 (1992); Marks y Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248: 161—
175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al, J. Mol. Biol. 338(2):
299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al, J. Immunol.
Methods 284(1-2): 119-132 (2004).

En ciertos métodos de exhibicion en fagos, se clonan por separado
repertorios de genes VH y VL mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés) y se recombinan al azar en genotecas de fagos, que
luego pueden seleccionarse para fago de unidn al antigeno segun lo descrito en
Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12:433-455 (1994). El fago tipicamente exhibe
fragmentos de anticuerpos, ya sea como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o
como fragmentos Fab. Las genotecas de fuentes inmunizadas proporcionan
anticuerpos de alta afinidad contra el inmundgeno sin el requerimiento de
construir hibridomas. Alternativamente, se puede clonar el repertorio sin
tratamiento con el farmaco de ensayo (“naive”) (por ejemplo, de humano) para

proporcionar una uUnica fuente de anticuerpos contra un amplio rango de no
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autoantigenos y también autoantigenos sin inmunizacion alguna segun lo descrito
por Griffiths et al., EMBO J 12:725-734 (1993). Finalmente, también pueden
prepararse genotecas naive sintéticamente clonando segmentos génicos V no
reordenados de células madre, y utilizando cebadores de PCR que contienen
secuencia al azar para codificar las regiones CDR3 altamente variables y lograr el
reordenamiento in vitro, segun lo descrito por Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol,
227:381-388 (1992). Las publicaciones de patente que describen genotecas de
fagos de anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: Patente Estadounidense
No. 5.750.373, y Publicaciones de Patentes Estadounidenses Nos.
2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598,
2007/0237764, 2007/0292936, y 2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos aislados de genotecas de
anticuerpos humanos son considerados anticuerpos humanos o fragmentos de
anticuerpos humanos en esta invencion.

6. Anticuerpos Multiespecificos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente es un
anticuerpo multiespecifico, por ej. un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos
multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen especificidades de
unidn para por lo menos dos sitios diferentes. En ciertas realizaciones, una de las
especificidades de unidn es para Tau y la otra es para cualquier otro antigeno. En
ciertas realizaciones, una de las especificidades de union es para Tau y la otra es
para beta amiloide. En ciertas realizaciones, los anticuerpos biespecificos pueden
unirse a dos epitopos diferentes de Tau. Los anticuerpos biespecificos también
pueden ser empleados para localizar agentes citotoxicos a células que expresan
Tau. Los anticuerpos biespecificos pueden ser preparados como anticuerpos de

longitud completa o fragmentos de anticuerpos.
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Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen,
meramente a titulo enunciativo, coexpresion recombinante de dos pares de
cadena pesada — cadena ligera de inmunoglobulina que tienen diferentes
especificidades (ver Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), WO 93/08829, y
Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655 (1991)), e ingenieria “bulto en agujero”
(“knob—in—hole”) (ver, por ej., Patente de los Estados Unidos No. 5.731.168). Los
anticuerpos multiespecificos también pueden ser preparados mediante la
construccion de efectos de maniobras electrostaticas para preparar moléculas
heterodiméricas de Fc de anticuerpo (WO 2009/089004A1); entrecruzando dos o
mas anticuerpos o fragmentos (ver, por ej., la Patente de los Estados Unidos de
América No. 4.676.980, y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)); empleando
cierres de leucina para producir anticuerpos biespecificos (ver, por ej., Kostelny et
al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)); empleando tecnologia de
“diacuerpos” para preparar fragmentos de anticuerpos biespecificos (ver, por ej.,
Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)); y empleando
dimeros de Fv de cadena unica (sFv, por sus siglas en inglés) (ver, por ej. Gruber
et al.,, J. Immunol., 152:5368 (1994)); y preparando anticuerpos triespecificos
segun lo descrito, por €j., en Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

Los anticuerpos construidos por ingenieria genética con tres o mas sitios
de union al antigeno funcionales, incluyendo “anticuerpos Pulpo,” son también
incluidos en esta invencion (ver, por ej. US 2006/0025576A1).

El anticuerpo o fragmento en esta invencion también incluye un “FAb de
doble accion” o “DAF” que comprende un sitio de unién al antigeno que se une a
Tau asi como también otro antigeno diferente (ver, US 2008/0069820, por

ejemplo).



10

15

20

115

7. Variantes de Anticuerpos

En ciertas realizaciones, se contemplan variantes de las secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos proporcionados en esta invencion. Por ejemplo,
puede ser deseable mejorar la afinidad de union y/u otras propiedades biolégicas
del anticuerpo. Las variantes de las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo
pueden ser preparadas introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia
nucleotidica que codifica al anticuerpo, o0 por sintesis peptidica. Dichas
modificaciones incluyen, por ejemplo, supresiones de, y/o inserciones en y/o
sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del
anticuerpo. Puede realizarse cualquier combinacion de supresion, insercion y
sustitucion para llegar a la construccion final, siempre y cuando la construccion
final posea las caracteristicas deseadas, por €j., union al antigeno.

a) Variantes de Sustitucién, Insercion y Supresién

En ciertas realizaciones, se proveen variantes de anticuerpos que tienen
una 0 mas sustituciones de aminoacidos. Los sitios de interés para la
mutagénesis sustitucional incluyen las HVRs y FRs. En la Tabla 1 se muestran
sustituciones conservadoras bajo el encabezado “sustituciones preferidas”. Se
provee cambios mas sustanciales en la Tabla 1 bajo el encabezado “sustituciones
ejemplares” y segun lo descrito adicionalmente mas adelante en referencia a las
clases de cadenas laterales de aminoacidos. Pueden introducirse sustituciones de
aminoacidos en un anticuerpo de interés y los productos pueden seleccionarse
para determinar una actividad deseada, por ej., union al antigeno retenida/

mejorada, inmunogenicidad reducida, o ADCC o CDC mejorada.
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TABLA1
Residuo Sustituciones Sustituciones
Original Ejemplares Preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los aminoacidos pueden ser agrupados de acuerdo con propiedades
5 comunes de cadenas laterales:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;
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(5) residuos que influyen sobre la orientacion de la cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras abarcaran el intercambio de un
miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante sustitucional involucra sustituir uno o0 mas residuos de
region hipervariable de un anticuerpo parental (por ej. un anticuerpo humanizado
o humano). En general, la o las variantes resultantes seleccionadas para posterior
estudio tendran modificaciones (por ej., mejoras) en ciertas propiedades
bioldgicas (por ej., afinidad incrementada, inmunogenicidad reducida) con relacion
al anticuerpo parental y/o habran retenido sustancialmente ciertas propiedades
biologicas del anticuerpo parental. Una variante sustitucional ejemplar es un
anticuerpo madurado por afinidad, el cual puede ser generado convenientemente,
por ej., empleando técnicas de maduracion por afinidad basadas en exhibicién en
fagos tales como aquellas descritas en esta invencion. Brevemente, uno 0 mas
residuos de HVR son mutados y los anticuerpos variantes son exhibidos en fago y
seleccionados para determinar una actividad biolégica en particular (por ej.
afinidad de union).

Pueden realizarse alteraciones (por ej., sustituciones) en HVRs, por e€j.,
para mejorar la afinidad hacia el anticuerpo. Dichas alteraciones pueden ser
realizadas en *“puntos calientes” (“hotspots”) de HVR, es decir, residuos
codificados por codones que sufren mutacion a elevada frecuencia durante el
proceso de maduracion somatica (ver, por ej., Chowdhury, Methods Mol. Biol.
207:179-196 (2008)), y/o residuos que contactan al antigeno, siendo analizada la
variante VH o VL resultante para afinidad de union. La maduracion por afinidad
mediante la construccion y reseleccion a partir de genotecas secundarias ha sido
descrita, por €j., en Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178:1-37

(O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, (2001).) En algunas realizaciones
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de maduracion por afinidad, se introduce diversidad en los genes variables
seleccionados para maduracion mediante cualquiera de una variedad de métodos
(por ej., PCR propensa al error, barajado de cadena, o mutagénesis dirigida a
oligonucledtidos). Luego se crea una genoteca secundaria. Luego, la genoteca se
selecciona para identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad
deseada. Otro método para introducir diversidad involucra meétodos dirigidos a
HVR, en los cuales diversos residuos de HVR (por ej., 4—6 residuos por vez) son
aleatorizados. Los residuos HVR involucrados en la union al antigeno pueden ser
especificamente identificados, por ej., usando mutagénesis de exploracion con
alanina o modelado. CDR-H3 y CDR-L3 en particular son frecuentemente
tomados como obijetivo.

En ciertas realizaciones, pueden ocurrir sustituciones, inserciones o
deleciones dentro de una o mas HVRs siempre y cuando dichas alteraciones no
reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo de unirse al antigeno. Por
ejemplo, se pueden realizar alteraciones conservadoras (por ej., sustituciones
conservadoras segun lo proporcionado en esta invencion) en HVRs que no
reducen sustancialmente la afinidad de union. Dichas alteraciones pueden estar,
por ejemplo, afuera de los residuos que contactan al antigeno en las HVRs. En
ciertas realizaciones de las secuencias de VH y VL variantes proporcionadas
anteriormente, cada HVR estéa sin alterar, o no contiene mas de uno, dos o tres
sustituciones de aminoacidos.

Un método util para la identificacion de residuos o regiones de un
anticuerpo que pueden ser tomados como objetivo para la mutagénesis se
denomina “mutagénesis de exploracion con alanina” segun lo descrito por
Cunningham y Wells (1989) Science, 244:1081-1085. En este método, un
residuo o grupo de residuos objetivos (por ej., residuos cargados tales como arg,

asp, his, lys, y glu) son identificados y reemplazados por un aminoacido neutro o
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con carga negativa (por €j., alanina o polialanina) para determinar si la interaccion
del anticuerpo con el antigeno se ve afectada. Se pueden introducir otras
sustituciones en los lugares de aminoacidos que demuestran sensibilidad
funcional a las sustituciones iniciales. Alternativamente, o adicionalmente, una
estructura cristalina de un complejo antigeno — anticuerpo para identificar puntos
de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos de contacto y
residuos lindantes pueden ser tomados como objetivo o eliminados como
candidatos para la sustitucion. Pueden seleccionarse variantes para determinar si
contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones de
terminal amino— y/o carboxilo que oscilan en longitud desde un residuo hasta
polipéptidos que contienen cien residuos o mas, asi como también inserciones de
intrasecuencias de residuos de aminoacido Unico o multiples aminoacidos. Los
ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un residuo
metionilo de terminal N. Otras variantes insercionales de la molécula de
anticuerpo incluyen la fusion al término N o C del anticuerpo a una enzima (por €j.

para ADEPT) o un polipéptido el cual aumenta la vida media sérica del anticuerpo.

b) Variantes de glicosilacion

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta invencion es
alterado para aumentar o reducir el grado hasta el cual el anticuerpo es
glicosilado. La adicion o delecion de sitios de glicosilacion a un anticuerpo puede
lograrse convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que
se crea o elimina uno o mas sitios de glicosilacion.

Donde el anticuerpo comprende una region Fc, se puede alterar el
carbohidrato unido al mismo. Los anticuerpos nativos producidos por células de

mamifero tipicamente comprenden un oligosacéarido ramificado, biantenario que
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esta generalmente unido por una N-ligacion a Asn297 del dominio CH2 de la
region Fc. Ver, por ej., Wright et al. TIBTECH 15:26-32 (1997). EIl oligosacarido
puede incluir diversos carbohidratos, por ej., manosa, N-acetil glucosamina
(GIcNAc), galactosa, y acido sialico, asi como también una fucosa unida a un
GIcNAc en el “tallo” de la estructura de oligosacarido biantenaria. En algunas
realizaciones, pueden realizarse modificaciones del oligosacarido en un
anticuerpo de la invencion a fin de crear variantes de anticuerpos con ciertas
propiedades mejoradas.

En algunas realizaciones, se proporcionan variantes de anticuerpos que
tienen una estructura de carbohidrato que carece de fucosa unida (directa o
indirectamente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho
anticuerpo puede ser entre 1% y 80%, entre 1% y 65%, entre 5% y 65% 0 entre
20% y 40%. La cantidad de fucosa se determina calculando la cantidad promedio
de fucosa dentro de la cadena de azucar en Asn297, con relacion a la suma de
todas las glicoestructuras unidas a Asn 297 (por ej. estructuras complejas,
hibridas y de alto contenido de manosa) segun lo medido por espectrometria de
masas MALDI-TOF, segun lo descrito en WO 2008/077546, por ejemplo. Asn297
se refiere al residuo asparagina situado en aproximadamente la posicion 297 en la
region Fc (numeracion Eu de residuos de region Fc); sin embargo, Asn297
también puede estar situado aproximadamente £ 3 aminoacidos corriente arriba o
corriente abajo de la posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300,
debido a variaciones menores de secuencias en los anticuerpos. Dichas variantes
de fucosilacion pueden tener una funcion mejorada de ADCC. Ver, por e€j.,
Publicaciones de Patentes de Estados Unidos Nos. US 2003/0157108 (Presta,
L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos de
publicaciones relacionadas con variantes de anticuerpos “desfucosilados” o

“deficientes en fucosa” incluyen: US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO
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2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US
2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO
2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778;
WO02005/053742; W0O2002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249
(2004); Yamane—Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Los ejemplos de
lineas celulares capaces de producir anticuerpos desfucosilados incluyen células
Lecl3 CHO deficientes en fucosilacion proteica (Ripka et al. Arch. Biochem.
Biophys. 249:533-545 (1986); Sol. de Pat. Estadounidense No US 2003/0157108
Al, Presta, L; y WO 2004/056312 Al, Adams et al., especialmente en el Ejemplo
11), y lineas de células knockout, tales como gen de alfa—1,6—fucosiltransferasa,
FUTS8, células CHO anuladas (“knockout”) (ver, por ej., Yamane—Ohnuki et al.
Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4):680—
688 (2006); y W0O2003/085107).

Se proporcionan ademas variantes de anticuerpos con oligosacaridos
bisecados, por €j., en las cuales un oligosacarido biantenario unido a la regién Fc
del anticuerpo es biseccionado por GIcNAc. Dichas variantes de anticuerpos
pueden tener fucosilacion reducida y/o funcion de ADCC mejorada. Se describen
ejemplos de dichas variantes de anticuerpos, por ej., en WO 2003/011878 (Jean—
Mairet et al.); Patente de los Estados Unidos No. 6.602.684 (Umana et al.); y US
2005/0123546 (Umana et al.). Se proporcionan ademas variantes de anticuerpos
con por lo menos un residuo de galactosa en el oligosacarido unido a la region Fc.
Dichas variantes de anticuerpos pueden tener una funcién CDC mejorada. Dichas
variantes de anticuerpos son descritas, por ej., en WO 1997/30087 (Patel et al.);

WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO 1999/22764 (Raju, S.).
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C) Variantes de reqion Fc

En ciertas realizaciones, se pueden introducir una 0 mas modificaciones de
aminoacidos en la region Fc de un anticuerpo proporcionado en esta invencion,
generando asi una variante de region Fc. La variante de region Fc puede
comprender una secuencia de region Fc humana (por €j., una region Fc de 1gG1,
19gG2, 1gG3 o IgG4 humana) que comprende una modificacion de aminoacidos
(por ej. una sustitucién) en una o0 mas posiciones de aminoacidos.

En ciertas realizaciones, la invencidbn contempla una variante de
anticuerpos que posee alguna, pero no todas las funciones efectoras, que la
tornan un candidato deseable para aplicaciones en las cuales la vida media del
anticuerpo in vivo es importante sin embargo ciertas funciones efectoras (tales
como complemento y ADCC) son innecesarias o perjudiciales. Se pueden llevar a
cabo ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la reduccion/
agotamiento de actividades de CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden llevar a
cabo ensayos de union al receptor de Fc (FcR) para asegurar que el anticuerpo
carezca de union al FcyR (por ende probablemente carezca de actividad de
ADCC), pero retiene la capacidad de union al FcRn. Las células primarias para
mediar ADCC, ceélulas NK, expresan FcyRIll solamente, mientras que los
monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La expresidon de FcR en células
hematopoyéticas se sintetiza en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet,
Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Los ejemplos no limitativos de ensayos
in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés se describe
en la Patente de los Estados Unidos No. 5.500.362 (ver, por ej. Hellstrom, I. et al.
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Nat'l
Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985); 5,821,337 (ver Bruggemann, M. et al., J.
Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). Alternativamente, se pueden emplear

métodos de ensayos no radiactivos (ver, por ejemplo, ACTI™ ensayo de
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citotoxicidad no radiactiva para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain
View, CA; y CytoTox 96® ensayo de citotoxicidad no radiactiva (Promega,
Madison, WI). Las células efectoras utiles para dichos ensayos incluyen células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) y células
Asesinas Naturales (NK, por sus siglas en inglés). Alternativamente, o
adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés puede ser
evaluada in vivo, por ej., en un modelo animal tal como aquel descrito en Clynes
et al. Proc. Nat'| Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También pueden llevarse a
cabo ensayos de unién a Clq para confirmar que el anticuerpo sea incapaz de
unirse a C1q y por ende carece de actividad de CDC. Ver, por ej., ELISA de union
a Clgy C3c en WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion
del complemento, se puede llevar a cabo un ensayo de CDC (ver, por ejemplo,
Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al.,
Blood 101:1045-1052 (2003); y Cragg, M.S. y M.J. Glennie, Blood 103:2738-
2743 (2004)). También pueden llevarse a cabo determinaciones de unién a FcRn
y de evacuacion in vivo /vida media usando métodos conocidos en la técnica (ver,
por €j., Petkova, S.B. et al., Int'l. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)).

Los anticuerpos con funcion efectora reducida incluyen aquellos con
sustituciéon de uno o mas de residuos de region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y
329 (Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056). Dichos mutantes de Fc
incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos o mas de posiciones de
aminoacidos 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el denominado mutante de Fc
“DANA” con sustitucion de los residuos 265 y 297 a alanina (Patente de los
Estados Unidos No. 7.332.581).

Se describen ciertas variantes de anticuerpos con unidon mejorada o
reducida a FcRs. (Ver, por €j., Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056; WO
2004/056312, y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).)
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En ciertas realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una region
de Fc con una o mas sustituciones de aminoacidos las cuales mejoran ADCC,
por ej., sustituciones en las posiciones 298, 333, y/o 334 de la region de Fc
(numeracion EU de residuos).

En algunas realizaciones, se realizan alteraciones en la region de Fc que
dan como resultado unién a Clqg alterada (es decir, mejorada o reducida) y/o
Citotoxicidad que Depende del Complemento (CDC), por ej., segun lo descrito en
la Patente de los Estados Unidos No. 6.194.551, WO 99/51642, y Idusogie et al.
J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Los anticuerpos con vidas medias aumentadas e union mejorada al
receptor de Fc neonatal (FCRn), el cual es responsable de la transferencia de
IgGs maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J.
Immunol. 24:249 (1994)), son descritos en US2005/0014934A1 (Hinton et al.).
Aquellos anticuerpos comprenden una region Fc con una o mas sustituciones alli
las cuales mejoran la unién de la region de Fc a FcRn. Dichas variantes de Fc
incluyen aquellas con sustituciones en uno o mas de los residuos de region Fc:
238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376,
378, 380, 382, 413, 424 o 434, por €j., sustitucion de residuo de region Fc 434
(Patente de los Estados Unidos No. 7.371.826).

Ver también Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); Patente de los
Estados Unidos No. 5.648.260; Patente de los Estados Unidos No. 5.624.821; y
WO 94/29351 con respecto a otros ejemplos de variantes de region Fc.

d) Variantes de anticuerpos modificadas por _técnicas de

ingenieria genética con cisteina

En ciertas realizaciones, puede ser deseable crear anticuerpos modificados

por técnicas de ingenieria genética con cisteina, por ej., “thioMAbs,” en donde uno
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0 mas residuos de un anticuerpo son sustituidos con residuos cisteina. En
realizaciones particulares, los residuos sustituidos ocurren en sitios accesibles del
anticuerpo. Mediante la sustitucion de esos residuos con cisteina, los grupos tiol
reactivos son asi posicionados en sitios accesibles del anticuerpo y pueden
utilizarse para conjugar el anticuerpo a otros restos, tales como restos
farmacoldgicos o restos farmacologicos ligantes, para crear un inmunoconjugado,
segun lo descrito adicionalmente en la presente invencidbn. En ciertas
realizaciones, cualquiera o0 mas de los siguientes residuos puede ser sustituido
con cisteina: V205 (numeracion Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion
EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion EU) de la region de Fc de cadena
pesada. Pueden generarse anticuerpos modificados con cisteina segun lo
descrito, por ej., en la Patente de los Estados Unidos No. 7.521.541.

e) Derivados de Anticuerpos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en esta invencion
puede ser adicionalmente modificado para contener restos no proteinaceos
adicionales que son conocidos en la técnica y estan facilmente disponibles. Los
restos adecuados para derivacion del anticuerpo incluyen aunque sin limitarse a
polimeros hidrosolubles. Los ejemplos no limitativos de polimeros hidrosolubles
incluyen, aunque sin limitarse a, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol
/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, polivinil alcohol, polivinil pirrolidona,
poli-1, 3—dioxolano, poli-1,3,6—trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico,
poliaminoacidos (ya sea homopolimeros o copolimeros al azar), y dextrano o
poli(n—vinil  pirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol,
copolimeros de oxido de polipropileno / 6xido de etileno, polioles polioxietilados
(por e€j., glicerol), polivinil alcohol, y sus mezclas. El propionaldehido de
polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricacion debido a su estabilidad en

agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede ser ramificado
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o no ramificado. La cantidad de polimeros unidos al anticuerpo puede variar, y Si
se unen mas de un polimero, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En
general, la cantidad y/o tipo de polimeros empleados para la derivacion pueden
determinarse en base a consideraciones que incluyen, aunque sin limitarse a, las
propiedades particulares o funciones del anticuerpo a ser mejorado, ya sea que el
derivado del anticuerpo sea utilizado en una terapia bajo condiciones definidas,
etc.

En otra realizacion, se proveen conjugados de un anticuerpo y resto no
proteinaceo que pueden calentarse selectivamente mediante la exposicion a
radiacion. En algunas realizaciones, el resto no proteinaceo es un nanotubo de
carbono (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La
radiacion puede ser de cualquier longitud de onda, e incluye, aunque sin
limitacion, longitudes de onda que no dafian células comunes, pero que calientan
el resto no proteinaceo hasta una temperatura a la cual las células proximas al
resto no proteinaceo del anticuerpo son eliminadas.

B. Métodos Recombinantes y Composiciones

Los anticuerpos pueden ser producidos usando métodos recombinantes y
composiciones, por €j., segun lo descrito en la Patente de los Estados Unidos No.
4.816.567. En algunas realizaciones, se proporciona el acido nucleico aislado
que codifica un anticuerpo anti-Tau descrito en esta invencion. Dicho acido
nucleico puede codificar una secuencia de aminoacidos que comprende la VL y/o
una secuencia de aminoacidos que comprende la VH del anticuerpo (por €j., las
cadenas ligera y/o pesada del anticuerpo). En una realizacion adicional, se
proporcionan uno 0 mAas vectores (por ej., vectores de expresion) que
comprenden dicho &cido nucleico. En una realizacion adicional, se proporciona
una célula huésped que comprende dicho acido nucleico. En una realizacion de

ese tipo, una célula huésped comprende (por ej., ha sido transformada con): (1)
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un vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de
aminoacidos que comprende la VL del anticuerpo y una secuencia de
aminoacidos que comprende la VH del anticuerpo, o (2) un primer vector que
comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende la VL del anticuerpo y un segundo vector que comprende un acido
nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la VH del
anticuerpo. En algunas realizaciones, la célula huésped es eucariotica, por e€j.
una célula de Ovario de Hamster Chino (CHO, por sus siglas en inglés) o célula
linfoide (por ej., célula YO, NSO, Sp20). En algunas realizaciones, se proporciona
un método para preparar un anticuerpo anti-Tau, donde el método comprende
cultivar una célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica el
anticuerpo, segun lo proporcionado anteriormente, en condiciones adecuadas
para la expresion del anticuerpo, y opcionalmente recuperar el anticuerpo de la
célula huésped (o medio de cultivo de célula huésped).

Para la produccion recombinante de un anticuerpo anti-Tau, el acido
nucleico que codifica un anticuerpo, por ej., segun lo descrito con anterioridad en
la presente, se aisla y se inserta en uno 0 mas vectores para posterior clonacion
y/o expresion en una ceélula huésped. Dicho acido nucleico puede ser facilmente
aislado y secuenciado usando procedimientos convencionales (por ej., usando
sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a genes
que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo).

Las células huésped adecuadas para la clonacion o expresion de vectores
que codifican anticuerpos incluyen ceélulas procaridticas o eucariéticas descritas
en esta invencion. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos en bacterias, en
particular cuando no son necesarias la glicosilacion y funcién efectora de Fc.
Para la expresion de fragmentos de anticuerpos y polipéptidos en bacterias,

véase, por ej., las Patentes Estadounidenses Nos. 5.648.237, 5.789.199, y
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5.840.523. (Ver también Charlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C.
Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254, que describe la
expresion de fragmentos de anticuerpos en E. coli.) Luego de la expresion, el
anticuerpo puede ser aislado de la pasta celular bacteriana en una fraccion
soluble y puede ser adicionalmente purificado.

Ademas de procariotas, los microbios eucariéticos tales como los hongos
filamentosos o levadura son huéspedes de clonacion o expresion adecuados para
vectores que codifican anticuerpos, incluyendo hongos y cepas de levaduras
cuyas rutas de glicosilacion han sido “humanizadas” dando como resultado la
produccion de un anticuerpo con un patron de glicosilacion parcial o totalmente
humano. Ver Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004), y Li et al.,, Nat.
Biotech. 24:210-215 (2006).

Las células huéspedes adecuadas para la expresion de anticuerpo
glicosilado son también derivadas de organismos multicelulares (invertebrados y
vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células de planta
e insecto. Se han identificado numerosas cepas baculovirales las cuales pueden
utilizarse en conjunto con células de insecto, particularmente para la transfeccion
de células de Spodoptera frugiperda.

Los cultivos de células de planta también pueden utilizarse como
huéspedes. Ver, por €j., las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.959.177,
6.040.498, 6.420.548, 7.125.978, y 6.417.429 (que describen la tecnologia
PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas transgénicas).

También pueden utilizarse células de vertebrados como huéspedes. Por
ejemplo, las lineas de células de mamifero que se adaptan para crecer en
suspension pueden ser utiles. Otros ejemplos de lineas de células huéspedes de
mamifero Utiles son la linea CV1 de rifidbn de mono transformada por SV40 (COS-

7); la linea de rinidn embridénico humano (células 293 o 293 segun lo descrito, por
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ej., en Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifion de hamster
bebé (BHK); células sertoli de raton (células TM4 segun lo descrito, por ej., en
Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifion de mono (CV1);
células de rindbn de mono verde africano (VERO-76); células de carcinoma
cervical humanas (HELA); células de rifion caninas (MDCK; células de higado de
rata bufalo (BRL 3A); células de pulmon humanas (W138); células de higado
humanas (Hep G2); tumor mamario de raton (MMT 060562); células TRI, segun lo
descrito, por ej., en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982);
células MRC 5; y células FS4. Otras lineas de células huéspedes de mamifero
atiles incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo células
DHFR- CHO (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); y lineas
celulares de mieloma tales como Y0, NSO y Sp2/0. Para una resefia de ciertas
lineas de células huéspedes de mamifero adecuadas para la produccion de
anticuerpos, véase, por ej., Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248

(B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

C. Ensayos

Los anticuerpos anti-Tau proporcionados en esta invencién pueden ser
identificados, seleccionados, 0 caracterizados por sus propiedades fisico/
quimicas y/ o por sus actividades bioldégicas mediante diversos ensayos

conocidos en la técnica.

1. Ensayos de unidny otros ensayos
En un aspecto, un anticuerpo de la invencion se analiza para determinar su
actividad de unién al antigeno, por ej., mediante métodos conocidos tales como

ELISA, Western blot, etc.
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En otro aspecto, pueden emplearse ensayos de competicion para
identificar un anticuerpo que compite con un anticuerpo descrito en la presente
invencion por la union a Tau. En ciertas realizaciones, dicho anticuerpo
competidor se une al mismo epitopo (por ej., un epitopo lineal o un epitopo
conformacional) que es unido por 94B2-C1, 125B11-H3, 37D3-H9, o0 hu37D3-
H9.v28.A4. Los métodos ejemplificativos detallados para el mapeo de un epitopo
al cual se une un anticuerpo son proporcionados en Morris (1996) “Epitope
Mapping Protocols,” en Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press,
Totowa, NJ).

En un ensayo de competicion ejemplificativo, se incuba Tau inmovilizada
(tal como Tau monomeérica) en una solucion que comprende un primer anticuerpo
rotulado que se une a Tau (por €j., cualquiera de los anticuerpos descritos en la
presente, tal como hu37D3-H9.v28.A4) y un segundo anticuerpo no rotulado que
esta siendo ensayado para determinar su capacidad para competir con el primer
anticuerpo para la union a Tau. El segundo anticuerpo puede estar presente en un
sobrenadante de hibridoma. Como control, Tau inmovilizada se incuba en una
solucion que comprende el primer anticuerpo rotulado pero no el segundo
anticuerpo no rotulado. Luego de la incubacion bajo condiciones que permiten la
unidn del primer anticuerpo a Tau, se elimina el exceso de anticuerpo no unido, y
se mide la cantidad de rotulo asociado con Tau inmovilizada. Si la cantidad de
rotulo asociada con Tau inmovilizada es sustancialmente reducida en la muestra
de ensayo con relacion a la muestra control, entonces eso indica que el segundo
anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por la unién a Tau. Ver
Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual cap. 14 (Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).
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2. Ensayos de actividad

En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar anticuerpos anti—
Tau (por ej., pan—Tau) que tienen una actividad biolégica. La actividad bioldgica
puede incluir, por €j., la union de tales anticuerpos a formas multiples de Tau (por
ej., Tau monomerica, Tau oligomérica, Tau no fosforilada, y Tau fosforilada) y
reducir el nivel de proteina Tau (por ej., Tau total, Tau soluble total, Tau soluble
no fosforilada, Tau fosforilada soluble, Tau insoluble total, Tau no fosforilada
insoluble, Tau fosforilada insoluble, Tau hiperfosforilada, o filamentos helicoidales
apareados que contienen Tau hiperfosforilada en el cerebro, por ej., en la corteza
cerebral y/o en el hipocampo). También se proporcionan anticuerpos que tienen
dicha actividad bioldgica in vivo y/o in vitro.

En ciertas realizaciones, se analiza un anticuerpo de la invencion para
dicha actividad biologica. Por ejemplo, un modelo animal de tauopatia, tal como
un ratén transgénico Tau (por ej., P301L), puede utilizarse para detectar la union
de anticuerpos anti-Tau a secciones del cerebro, y por ejemplo, a ovillos
neurofibrilares en los cerebros de los ratones transgénicos. Adicionalmente, se
puede tratar un modelo animal de tauopatia, tal como un raton transgénico Tau
(por ej., P301L), con anticuerpos anti-Tau Yy se pueden utilizar técnicas
experimentales conocidas en la técnica para evaluar si dicho tratamiento reduce
el nivel de proteina Tau (por ej., Tau total, Tau soluble total, Tau fosforilada
soluble, Tau no fosforilada soluble, Tau insoluble total, Tau fosforilada insoluble,
Tau no fosforilada insoluble, Tau hiperfosforilada, o filamentos helicoidales
apareados que contienen Tau hiperfosforilada) en el cerebro del ratén (por ej., en

la corteza cerebral y/o en el hipocampo).
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D. Inmunoconjugados

La invencidon provee ademas inmunoconjugados que comprende un
anticuerpo anti-Tau en la presente invencion conjugado a uno 0 mas otros
agentes terapéuticos o isotipos radiactivos.

En otra realizacion, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo segun
lo descrito en la presente conjugado a un atomo radiactivo para formar un
radioconjugado. Se encuentra disponible una variedad de isétopos radiactivos
para la produccién de radioconjugados. Los ejemplos incluyen At?1, |13 |125 Y90,
Rel® Rel® Smi%3 Bi?12, P32 Pph?!? e is6topos radioactivos de Lu. Cuando se
utiliza el radioconjugado para la deteccion, el mismo puede comprender un atomo
radiactivo para estudios centellogréaficos, por ejemplo tc99m o 1123, o una etiqueta
espin para la toma de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN)
(también se conoce como toma de imagenes por resonancia magnética, mri, por
sus siglas en inglés), tales como yodo—123 nuevamente, yodo—-131, indio-111,
flior-19, carbono—13, nitrdgeno—15, oxigeno—17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los conjugados de un anticuerpo pueden ser preparados empleando una
variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como N—
succinimidil-3—(2—piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4—(N—
maleimidometil) ciclohexano—1—carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres
activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos bis—azido (tales como bis (p—azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de  bis—diazonio (tales como  bis—(p—
diazoniumbenzoil)—etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno 2,6—
diisocianato), y compuestos de fluor bis—activos (tales como 1,5-difluoro—-2,4—
dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina de ricina

segun lo descrito en Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). El acido 1-
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isotiocianatobencil-3—metildietilen-triaminapentaacético rotulado con carbono 14
(MX-DTPA) es un agente quelante ejemplar para la conjugacion de
radionucledtido al anticuerpo. Ver W094/11026. El ligante puede ser un “ligante
disociable” que facilita la liberacion de un farmaco citotoxico en la célula. Por
ejemplo, se puede emplear un ligante labil al acido, ligante sensible a peptidasa,
ligante fotolabil, ligante de dimetilo o ligante que contiene disulfuro (Chari et al.,
Cancer Res. 52:127-131 (1992); Patente de los Estados Unidos de América No.
5.208.020).

Los inmunoconjugados o ADCs en la presente contemplan de manera
expresa, meramente a titulo enunciativo, los conjugados preparados con reactivos
entrecruzadores incluyendo, entre otros, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-
SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo—-EMCS,
sulfo-~GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo—SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB,
y SVSB (succinimidil-(4—vinilsulfona)benzoato) los cuales son comercialmente
disponibles (por ej., de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., E.E.U.U.).

E. Métodos y Composiciones para Diagnéstico y Deteccidn

En ciertas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti—-Tau
proporcionados en esta invencion es util para detectar la presencia de Tau en una
muestra biolégica. El término “detectar” en el presente contexto abarca la
deteccion cuantitativa o cualitativa. En ciertas realizaciones, una muestra
bioldgica comprende una célula o tejido, tal como fluido cerebroespinal, una célula
o tejido del cerebro (por ej. la corteza cerebral o el hipocampo) o sangre. En
algunas realizaciones, una muestra biolégica es fluido cerebroespinal.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-Tau para
utilizar en un método de diagnostico o deteccion. En un aspecto adicional, se
proporciona un meétodo para detectar la presencia de Tau en una muestra

biologica. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto la
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muestra bioldgica con un anticuerpo anti—-Tau segun lo descrito en esta invencion
bajo condiciones que permiten la union del anticuerpo anti-Tau a Tau, y detectar
si se forma un complejo o no entre el anticuerpo anti-Tau y Tau. Dicho método
puede ser un método in vitro o in vivo. Adicionalmente, el complejo formado entre
el anticuerpo anti-Tau y Tau en una muestra biolégica de ensayo se puede
comparar con el complejo formado en una muestra bioldgica control (por ej. una
muestra biolégica de un sujeto o sujetos sanos). La cantidad del complejo
formado entre el anticuerpo anti-Tau y Tau en una muestra biolégica de ensayo
también puede ser cuantificada y comparada con la cantidad del complejo
formado en una muestra biolégica control (por ej., una muestra biolégica de un
sujeto o sujetos sanos) o con la cantidad promedio del complejo que se sabe que
se forma en sujetos sanos.

En algunas realizaciones, se emplea un anticuerpo anti-Tau para
seleccionar sujetos elegibles para terapia con un anticuerpo anti—Tau, por ej.
donde Tau es un biomarcador para la seleccion de los pacientes. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, se emplea un anticuerpo anti—Tau (por ej., pan—Tau) para
detectar si el sujeto tiene una enfermedad o trastorno relacionado con la proteina
Tau, o si el sujeto corre un riesgo elevado de contraer (0 esta predispuesto a
contraer) una enfermedad o trastorno relacionado con la proteina Tau.

Los ejemplos de enfermedades o trastornos que pueden ser
diagnosticados empleando un anticuerpo de la invencion incluyen enfermedades
0 trastornos asociados con la proteina Tau, y enfermedades o trastornos
causados por, 0 asociados a, la formacion de ovillos neurofibrilares o hilos del
neurépilo. En algunas realizaciones, las enfermedades o trastornos que pueden
ser diagnosticados empleando un anticuerpo de la invencidon incluyen
enfermedades o trastornos asociados con la proteina Tau que se manifiestan en

un deterioro o pérdida de las funciones cognitivas que incluyen el razonamiento,
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el criterio situacional, capacidad de memoria, aprendizaje y/o navegacion
espacial. En particular, las enfermedades o trastornos que pueden ser
diagnosticados empleando un anticuerpo de la invencién incluyen tauopatias tales
como tauopatias neurodegenerativas. Los ejemplos de enfermedades o trastornos
que pueden ser diagnosticados empleando un anticuerpo de la invencion
incluyen, meramente a titulo enunciativo, enfermedad de Alzheimer, Enfermedad
de Creutzfeldt—Jacob, Demencia pugilistica, Sindrome de Down, Enfermedad de
Gerstmann-Straussler—Scheinker, miositis por cuerpos de inclusion, angiopatia
amiloide cerebral por proteinas prionicas, lesion cerebral traumatica, esclerosis
lateral amiotrofica/complejo parkinsonismo—demencia de Guam, Enfermedad de
las neuronas motoras no de Guam con ovillos neurofibrilares, demencia con
granos argirofilicos, degeneracion corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con
calcificacion, demencia frontotemporal, demencia frontotemporal con
parkinsonismo vinculada con el cromosoma 17, Enfermedad de Hallevorden—
Spatz, atrofia sistémica mdultiple, Enfermedad de Niemann-Pick tipo C,
Degeneracion Palido—ponto—nigral, Enfermedad de Pick, gliosis subcortical
progresiva, paralisis supranuclear progresiva, Panencefalitis esclerosante
subaguda, Demencia con ovillos solamente, Parkinsonismo Posencefalitico y
distrofia mioténica. En algunas realizaciones, un trastorno que puede ser
diagnosticado empleando un anticuerpo de la invencion es la enfermedad de
Alzheimer (EA).

En ciertas realizaciones, se proveen anticuerpo anti-Tau etiquetados. Las
etiquetas incluyen, aunque sin limitarse a, etiquetas o restos que se detectan
directamente (tales como etiquetas fluorescentes, cromoféricas, densas en
electrones, quimioluminiscentes y radiactivas), asi como también restos, tales
como enzimas o ligandos, que se detectan indirectamente, por €j., a través de una

reaccion enzimatica o interaccion molecular. Los ejemplos de etiquetas incluyen,
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aungue sin limitarse a, los radioisétopos 2P, 4C, 1291, 3H, y 134, fluoréforos tales
como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus
derivados, dansilo, umbeliferona, luceriferasas, por €j., luciferasa de luciérnaga y
luciferasa bacteriana (Patente de los Estados Unidos No. 4.737.456), luciferina,
2,3—dihidroftalazinadionas, peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus siglas en
inglés), fosfatasa alcalina, B—galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido
oxidasas, por ej., glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, y glucosa—6—fosfato
deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa,
acopladas con una enzima que emplea peroxido de hidrégeno para oxidar un
precursor de tinte tal como HRP, lactoperoxidasa, o0 microperoxidasa,
biotina/avidina, etiquetas espin, etiquetas de bacteriofago, radicales libres
estables y similares.

F. Formulaciones Farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo anti-Tau segun lo
descrito en esta invencion se preparan mezclando dicho anticuerpo que tiene el
grado deseado de pureza con uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables opcionales, diluyentes, y/o excipientes (Remington's Pharmaceutical
Sciences 16ta edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas
0 soluciones acuosas. Los portadores, diluyentes y excipientes
farmacéuticamente aceptables son generalmente no toxicos para los destinatarios
a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen, aunque sin
limitarse a: agua estéril, buffers tales como fosfato, citrato y otros &acidos
organicos; antioxidantes que incluyen acido ascoérbico y metionina; conservantes
(tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio; cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico;
alquil parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol;

ciclohexanol; 3—pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
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(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalbumina,
gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacéaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa,
o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio;
complejos metalicos (por ej. complejos de Zn—proteina); y/o surfactantes no
ionicos tales como polietilenglicol (PEG). Los portadores farmacéuticamente
aceptables ejemplares de esta invencion incluyen ademas agentes de dispersion
de farmacos intersticiales tales como glicoproteinas de hialuronidasa activas
neutras solubles (sHASEGP, por sus siglas en inglés), por ejemplo, glicoproteinas
de hialuronidasa PH-20 solubles humanas, tales como rHuPH20 (HYLENEX®,
Baxter International, Inc.). Ciertas sHASEGPs ejemplares y métodos de uso,
incluyendo rHUPH20, son descritos en la Publicacion de Patente de los Estados
Unidos Nos. 2005/0260186 y 2006/0104968. En un aspecto, se combina una
SsHASEGP con una o mas glicosaminoglicanasas adicionales tales como
condroitinasas.

Las formulaciones de anticuerpos liofilizados ejemplares se describen en la
Patente de los Estados Unidos No. 6.267.958. Las formulaciones de anticuerpos
acuosas incluyen aquellas descritas en la Patente de los Estados Unidos No.
6.171.586 y W02006/044908, incluyendo estas ultimas formulaciones un buffer
de histidina- acetato.

La formulacion de esta invencion también puede contener mas de un
ingrediente activo segun lo necesario para la indicacion en particular que se esta
tratando, con preferencia aquellos con actividades complementarias que no

afectan adversamente uno al otro. Dichos ingredientes activos estan
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adecuadamente presentes en combinacion en cantidades que son eficaces para
el propdsito pretendido.

Los ingredientes activos pueden estar atrapados en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion
interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de
administracion de farmaco coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albimina, microemulsiones, nano—particulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas son descritas en Remington's Pharmaceutical
Sciences 16ta edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofobos solidos que contienen el anticuerpo,
matrices que estan en forma de articulos conformados, por ej. peliculas o
microcapsulas.

Las formulaciones que se utilizaran para la administracion in vivo son
generalmente estériles. La esterilidad pueden lograrse facilmente, por ej., por
filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

G. Métodos Terapéuticos y Composiciones

Se puede emplear cualquiera de los anticuerpos anti—-Tau proporcionados
en esta invencion en meétodos terapéuticos.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo anti—Tau para utilizar como
un medicamento. En aspectos adicionales, se provee un anticuerpo anti-Tau para
utilizar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina
Tau. En algunas realizaciones, se provee un anticuerpo anti—Tau para utilizar en
el tratamiento de enfermedades o trastornos causados por, 0 asociados con, la

formacion de ovillos neurofibrilares o hilos del neurdpilo. En realizaciones
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particulares, se provee un anticuerpo anti-Tau para utilizar en el tratamiento de
una tauopatia tal como una tauopatia neurodegenerativa. Los ejemplos de
enfermedades o trastornos asociados con la proteina Tau que se pueden tratar
con anticuerpos anti—tau incluyen, meramente a titulo enunciativo, la enfermedad
de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Creutzfeldt—Jacob, demencia pugilistica, sindrome de Down,
enfermedad de Gerstmann-Straussler—Scheinker, miositis por cuerpos de
inclusion, angiopatia amiloide cerebral por proteinas prionicas, lesion cerebral
traumatica, esclerosis lateral amiotrofica/complejo parkinsonismo—demencia de
Guam, enfermedad de las neuronas motoras no de Guam con ovillos
neurofibrilares, demencia con granos argirofilicos, degeneracién corticobasal,
ovillos neurofibrilares difusos con calcificacion, demencia frontotemporal,
demencia frontotemporal con parkinsonismo vinculada con el cromosoma 17,
enfermedad de Hallevorden—Spatz, atrofia sistémica mudultiple, enfermedad de
Niemann—Pick tipo C, degeneracion Palido—ponto—nigral, enfermedad de Pick,
gliosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva, panencefalitis
esclerosante subaguda, demencia con ovillos solamente, Parkinsonismo
Posencefalitico y distrofia miotonica. En algunas realizaciones, se provee en la
presente invencidn un anticuerpo anti—-Tau para utilizar en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (EA). En algunas realizaciones, se provee en la
presente un anticuerpo anti-Tau para utilizar en el tratamiento de la EA moderada,
EA leve a moderada, EA leve, o EA prodrémica. Adicionalmente, las
enfermedades o trastornos asociados con la proteina Tau que se pueden tratar
con un anticuerpo anti-Tau incluyen enfermedades o trastornos que se
manifiestan en un deterioro o pérdida de una funcién cognitiva tales como el
razonamiento, el criterio situacional, capacidad de memoria, aprendizaje y/o la

navegacion espacial. En ciertas realizaciones, se provee un anticuerpo anti—Tau
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para utilizar en un método de tratamiento. En ciertas realizaciones, la invencion
proporciona un anticuerpo anti-Tau para emplear en un método para tratar a un
individuo, que tiene cualquiera de las enfermedades o trastornos asociados con
Tau descritos con anterioridad, que comprende la administracion al individuo de
una cantidad eficaz del anticuerpo anti-Tau. En una realizacion de ese tipo, el
método comprende ademas administrar al individuo una cantidad eficaz de por lo
menos un agente terapéutico adicional, por ej., segun lo descrito mas adelante.

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la invencion se utiliza para tratar
a un individuo que tiene una puntuacion de MMSE de entre 20 y 30, entre 20 y 26,
entre 24 y 30, entre 21y 26, entre 22 y 26, entre 22 y 28, entre 23 y 26, entre 24 y
26, o0 entre 25 y 26. En algunas realizaciones, el paciente tiene una puntuacion
de MMSE entre 22 y 26. En el presente contexto, una puntuacion de MMSE entre
dos numeros incluye los nimeros en cada extremo del rango. Por ejemplo, una
puntuacion de MMSE entre 22 y 26 incluye puntuaciones de MMSE de 22 y 26.

En algunas realizaciones, los anticuerpos de la invencion se utilizan para
tratar a un individuo que es ‘tau positivo,” por ej., un paciente que tiene depdsitos
de tau en cerebro que son tipicos de los trastornos asociados con la proteina Tau,
por €j., un paciente que tiene un barrido de PET Tau positivo.

En realizaciones adicionales, la invencién proporciona un anticuerpo anti-
Tau para emplear en la reduccion de los niveles de proteina Tau (por €j., Tau
total, Tau soluble total, Tau fosforilada soluble, Tau insoluble total, Tau fosforilada
insoluble, Tau hiperfosforilada, o flamentos helicoidales apareados que contienen
Tau hiperfosforilada) en un individuo. Por ejemplo dicha reduccién puede ocurrir
en el cerebro (por €j., en la corteza cerebral y/o en el hipocampo). En algunas
realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo anti-Tau para emplear en la
reduccion de los niveles de Tau fosforilada. En algunas realizaciones, la

invencion proporciona un anticuerpo anti-Tau para emplear en la reduccion de los
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niveles de Tau insoluble (por ej., Tau fosforilada insoluble). En algunas
realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo anti-Tau para emplear en la
reduccion de los niveles de Tau hiperfosforilada. En algunas realizaciones, la
invencion proporciona un anticuerpo anti-Tau para emplear en la reduccion de los
niveles de filamentos helicoidales apareados (por ej., filamentos helicoidales
apareados que contienen Tau hiperfosforilada) en un tejido cerebral (por €j., en la
corteza cerebral y/o en el hipocampo). En ciertas realizaciones, la invencion
proporciona un anticuerpo anti-Tau para utilizar en un método para reducir los
niveles de proteina Tau (por ej., Tau total, Tau soluble total, Tau fosforilada
soluble, Tau insoluble total, Tau fosforilada insoluble, Tau hiperfosforilada, o
filamentos helicoidales apareados que contienen Tau hiperfosforilada) en el
cerebro (por ej., en la corteza cerebral y/o en el hipocampo) en un individuo que
comprende la administracion al individuo de una cantidad eficaz del anticuerpo
anti-Tau para reducir los niveles de proteina Tau. Un “individuo” de acuerdo con
cualquiera de las realizaciones anteriores es un mamifero, preferentemente un ser
humano.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo anti-Tau
para utilizar en la modulacion de los niveles de proteina Tau (por ej., Tau total,
Tau soluble total, Tau fosforilada soluble, Tau insoluble total, Tau fosforilada
insoluble, Tau hiperfosforilada, o flamentos helicoidales apareados que contienen
Tau hiperfosforilada), por ejemplo, en el cerebro (por ej., en la corteza cerebral y/o
en el hipocampo) de un individuo.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de un anticuerpo
anti-Tau en la manufactura o preparacion de un medicamento. En algunas
realizaciones, el medicamento es para el tratamiento de una enfermedad o
trastorno asociado con la proteina Tau. La enfermedad o trastorno asociado con

proteina Tau puede ser una enfermedad o trastorno causado por, o asociado con,
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la formacion de ovillos neurofibrilares o hilos del neurdpilo. En realizaciones
particulares, el medicamento es para el tratamiento de una tauopatia tal como una
tauopatia neurodegenerativa. En realizaciones especificas, el medicamento es
para el tratamiento de enfermedades o trastornos seleccionados del grupo
formado por: enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Creutzfeldt—Jacob,
demencia pugilistica, sindrome de Down, enfermedad de Gerstmann—Straussler—
Scheinker, miositis por cuerpos de inclusion, angiopatia amiloide cerebral por
proteinas  pridnicas, lesion  cerebral traumatica, esclerosis lateral
amiotréfica/complejo parkinsonismo—demencia de Guam, enfermedad de las
neuronas motoras no de Guam con ovillos neurofibrilares, demencia con granos
argirofilicos, degeneracion corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con
calcificacion, demencia frontotemporal, demencia frontotemporal con
parkinsonismo vinculada con el cromosoma 17, enfermedad de Hallevorden—
Spatz, atrofia sistémica multiple, enfermedad de Niemann-Pick tipo C,
degeneracion Palido—ponto—-nigral, enfermedad de Pick, gliosis subcortical
progresiva, paralisis supranuclear progresiva, Panencefalitis esclerosante
subaguda, demencia con ovillos solamente, Parkinsonismo Posencefalitico y
distrofia mioténica. En algunas realizaciones, el medicamento es para el
tratamiento de la EA. En realizaciones particulares, el medicamento es para el
tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado con Tau que se manifiesta
en un deterior o pérdida de una funcién cognitiva tales como razonamiento,
criterio situacional, capacidad de la memoria, aprendizaje, 0 navegacion espacial.
En una realizacion adicional, el medicamento es para utilizar en un método de
tratamiento de una de las enfermedades antes mencionadas (por ej., una
tauopatia tal como EA) que comprende la administracion a un individuo que tiene
dicha enfermedad de una cantidad eficaz del medicamento. En una realizacion de

ese tipo, el método comprende ademas la administracion al individuo de una
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cantidad eficaz de por lo menos un agente terapéutico adicional, por €j., segun lo
descrito mas adelante.

En una realizacion adicional, el medicamento es para reducir los niveles de
proteina Tau (por €j., Tau total, Tau soluble total, Tau no fosforilada soluble, Tau
fosforilada soluble, Tau insoluble total, Tau fosforilada insoluble, Tau no
fosforilada insoluble, Tau hiperfosforilada, o filamentos helicoidales apareados
que contienen Tau hiperfosforilada). Por ejemplo, dicha reduccion de proteina
Tau puede ser observada en el cerebro (por ej., en la corteza cerebral y/o en el
hipocampo) o en fluido cerebroespinal de un individuo. En algunas realizaciones,
el medicamento es para reducir los niveles de filamentos helicoidales apareados.
En una realizacion adicional, el medicamento es para utilizar en un método para
reducir los niveles de proteina Tau (por ej., Tau total, Tau soluble total, Tau
fosforilada soluble, Tau insoluble total, Tau fosforilada insoluble, Tau
hiperfosforilada, o filamentos helicoidales apareados que contienen Tau
hiperfosforilada) en un individuo que comprende la administracion al individuo de
una cantidad eficaz del medicamento para reducir los niveles de proteina Tau. Un
“individuo” de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores es un
mamifero, preferentemente, un humano.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un método para tratar
una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau. La enfermedad o
trastorno asociado con proteina Tau que se puede tratar de conformidad con los
meétodos proporcionados en esta invencion incluyen enfermedades o trastornos
causados por, 0 asociados con, la formacion de ovillos neurofibrilares o hilos del
neurépilo. En realizaciones particulares, la invencion proporciona un método para
tratar una tauopatia tal como una tauopatia neurodegenerativa. En realizaciones
especificas, la invencidon proporciona un método para tratar una enfermedad o

trastorno seleccionado del grupo formado por: enfermedad de Alzheimer,
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enfermedad de Creutzfeldt—-Jacob, Demencia pugilistica, Sindrome de Down,
enfermedad de Gerstmann-Straussler—Scheinker, miositis por cuerpos de
inclusion, angiopatia amiloide cerebral por proteinas prionicas, lesion cerebral
traumatica, esclerosis lateral amiotrofica/complejo parkinsonismo—demencia de
Guam, enfermedad de las neuronas motoras no de Guam con ovillos
neurofibrilares, demencia con granos argirofilicos, degeneracién corticobasal,
ovillos neurofibrilares difusos con calcificacion, demencia frontotemporal,
demencia frontotemporal con parkinsonismo vinculada con el cromosoma 17,
enfermedad de Hallevorden—Spatz, atrofia sistémica mudultiple, enfermedad de
Niemann—Pick tipo C, Degeneracion Palido—ponto—nigral, enfermedad de Pick,
gliosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva, panencefalitis
esclerosante subaguda, demencia con ovillos solamente, Parkinsonismo
Posencefalitico y distrofia miotdénica. En algunas realizaciones, la invencion
proporciona un meétodo para tratar la enfermedad de Alzheimer (EA). En
realizaciones particulares, la invencion proporciona un método para tratar una
enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau que se manifiesta en un
deterioro o pérdida de una funcién cognitiva tales como razonamiento, criterio
situacional, capacidad de la memoria, aprendizaje, 0 navegacion espacial. En
algunas realizaciones, el método comprende la administracion a un individuo, que
tiene una cualquiera de las enfermedades o trastornos descritos anteriormente, de
una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-Tau. En una realizacion de ese tipo, el
método comprende ademas administrar al individuo una cantidad eficaz de por lo
menos un agente terapéutico adicional, por €j., segun lo descrito mas adelante.
En algunas realizaciones, el método comprende la administracion a un individuo
que tiene una de las enfermedades descritas en esta invencion de una cantidad
eficaz de un anticuerpo anti-Tau. En una realizacion de ese tipo, el método

comprende ademas administrar al individuo una cantidad eficaz de por lo menos
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un agente terapéutico adicional, segun lo descrito mas adelante. Un “individuo”
de acuerdo con cualquiera de las realizaciones antes mencionadas puede ser un
humano.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un método para reducir
los niveles de proteina Tau (por ej., Tau total, Tau soluble total, Tau fosforilada
soluble, Tau insoluble total, Tau fosforilada insoluble, Tau hiperfosforilada, o
filamentos helicoidales apareados que contienen Tau hiperfosforilada) en un
individuo. Por ejemplo, dicha reduccion de los niveles de proteina Tau se puede
observar en el cerebro (por ej., en la corteza cerebral y/o en el hipocampo) o en el
fluido cerebroespinal de un individuo. En algunas realizaciones, la invencion
proporciona un método para reducir los niveles de filamentos helicoidales
apareados. En algunas realizaciones, el método comprende la administracion al
individuo de una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-Tau para reducir los
niveles de proteina Tau. En algunas realizaciones, un “individuo” es un humano.

En algunos aspectos, la invencion proporciona un método para aliviar uno
0 mas sintomas de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau; o
un anticuerpo anti-Tau o un medicamento que comprende anticuerpo anti—Tau
para el alivio de uno o mas sintomas de una enfermedad o trastorno asociado con
la proteina Tau (tal como cualquiera de las enfermedades o trastornos descritos
en esta invencion, por ejemplo, la EA). En algunos aspectos, la invencion
proporciona un método para reducir la cantidad de sintomas o la severidad de uno
0 mas sintomas de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau; o
un anticuerpo anti-Tau o un medicamento que comprende anticuerpo anti—Tau
para reducir la cantidad de sintomas o la severidad de uno o mas sintomas de
una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau (tal como cualquiera de
las enfermedades o trastornos descritos en la presente invencion, por ejemplo,

EA). En una realizacion particular, el sintoma de una enfermedad o trastorno
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asociado con la proteina Tau es un deterioro de la cognicion. En una realizacion
especifica, el sintoma de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina
Tau es un deterioro en el aprendizaje y/o en la memoria. En una realizacion
especifica, el sintoma de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina
Tau es una pérdida de memoria de largo plazo. En una realizacion especifica, el
sintoma de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau es la
demencia. En algunas realizaciones, el sintoma de una enfermedad o trastorno
asociado con la proteina Tau es confusion, irritabilidad, agresion, cambios de
animo, o un deterioro del lenguaje. En algunas realizaciones, el sintoma de una
enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau es un deterioro o pérdida
de una o mas funciones cognitivas tales como el razonamiento, el criterio
situacional, capacidad de memoria y/o aprendizaje. Los métodos proporcionados
en la presente invencion comprenden la administracion de una cantidad (por e€j.,
cantidad terapéuticamente eficaz) de un anticuerpo anti-Tau a un individuo (por
ej., quien muestra uno o mas sintomas de una enfermedad o trastorno asociado
con la proteina Tau).

En aspectos especificos, la invencion proporciona un método para retener
0 aumentar la capacidad de la memoria cognitiva, o para desacelerar la pérdida
de memoria asociada con una enfermedad o trastorno asociado con la proteina
Tau; o un anticuerpo anti-Tau o un medicamento que comprende anticuerpo anti—
Tau para retener o aumentar la capacidad de la memoria cognitiva o para
desacelerar la pérdida de la memoria asociada con una enfermedad o trastorno
asociado con la proteina Tau (tal como cualquiera de las enfermedades o
trastornos descritos en la presente invencion, por ejemplo, EA). Los métodos
proporcionados en esta invencion comprenden la administracion de una cantidad

(por ej., una cantidad terapéuticamente eficaz) de un anticuerpo anti-Tau a un
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individuo (por ej., que muestra uno 0 mas sintomas de pérdida de la memoria o
disminucién de la capacidad de memoria).

En algunos aspectos, la invencion proporciona un meétodo para reducir la
velocidad de progresion de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina
Tau; o un anticuerpo anti-Tau o un medicamento que comprende anticuerpo anti—
Tau para disminuir la velocidad de progresion de una enfermedad o trastorno
asociado con la proteina Tau (tal como cualquiera de las enfermedades o
trastornos descritos en la presente invencion, por ejemplo, la EA). Los métodos
proporcionados en esta invencion comprenden la administracion de una cantidad
(por ej., una cantidad terapéuticamente eficaz) de un anticuerpo anti-Tau a un
individuo (por ej., quien muestra uno 0 mas sintomas de una enfermedad o
trastorno asociado con la proteina Tau).

En algunos aspectos, la invencién proporciona un método para evitar el
desarrollo de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau; o un
anticuerpo anti-Tau o un medicamento que comprende anticuerpo anti-Tau para
evitar el desarrollo de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau
(tal como cualquiera de las enfermedades o trastornos descritos en la presente
invencion, por ejemplo, EA). Los métodos proporcionados en esta invencion
comprenden la administracion de una cantidad (por e€j.,, una cantidad
terapéuticamente eficaz) de un anticuerpo anti-Tau a un individuo (por €j., quien
corre el riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con la proteina
Tau).

En algunos aspectos, la invencion proporciona un método para retrasar el
desarrollo de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau; o un
anticuerpo anti-Tau o un medicamento que comprende anticuerpo anti-Tau para
retrasar el desarrollo de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina Tau

(tal como cualquiera de las enfermedades o trastornos descritos en la presente
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invencion, por ejemplo, EA). Los métodos proporcionados en la presente
invencion comprenden la administracion de una cantidad (por ej., una cantidad
terapéuticamente eficaz) de un anticuerpo anti-Tau a un individuo (por €j., quien
muestra uno o mas sintomas de una enfermedad o trastorno asociado con la
proteina Tau).

En un aspecto adicional, la invencion proporciona formulaciones
farmacéuticas que comprenden cualquiera de los anticuerpos anti—-Tau
proporcionados en esta invencion, por ej., para utilizar en cualquiera de los
meétodos terapéuticos antes mencionados. En algunas realizaciones, una
formulacion farmacéutica comprende cualquiera de los anticuerpos anti—Tau
proporcionados en esta invencion y un portador farmacéuticamente aceptable. En
otra realizacion, una formulacion farmacéutica comprende cualquiera de los
anticuerpos anti—Tau proporcionados en la presente invencion y por lo menos un
agente terapéutico adicional, por ej., segun lo descrito mas adelante.

Los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse ya sea por si solos o en
combinacion con otros agentes en una terapia. Por ejemplo, un anticuerpo de la
invencion puede ser administrado en forma conjunta con por lo menos un agente
terapéutico adicional.

Por ejemplo, la composicion de acuerdo con la invencidn puede ser
administrada en combinacidn con otras composiciones que comprenden un
agente terapéutico adicional , tal como una sustancia 0 compuesto biol6gicamente
activo tal como, por ejemplo, un compuesto conocido empleado en la medicacion
de tauopatias y/o de amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos
asociados con proteina amiloide o tipo amiloide tal como la proteina B amiloide
involucrada en la enfermedad de Alzheimer.

En general, el otro compuesto biolégicamente activo puede incluir

mejoradores de la transmision de neuronas, farmacos sicoterapéuticos,
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inhibidores de la acetilcolina esterasa, bloqueadores de los canales del calcio,
aminas biogénicas, tranquilizantes de benzodiazepina, sintesis de acetilcolina,
mejoradores del almacenamiento o de la liberacién, agonistas receptores pos-
sinapticos de acetilcolina, inhibidores de monoamina oxidasa A o B, antagonistas
de receptores de N-metil-D—aspartato glutamato, farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, antioxidantes, antagonistas de receptores serotonérgicos u otros
agentes terapéuticos. En particular, el agente o compuesto bioldgicamente activo
puede comprender por lo menos un compuesto seleccionado entre compuestos
contra el estrés oxidativo, compuestos antiapoptoéticos, quelantes metalicos,
inhibidores de la reparacién del ADN tales como pirenzepina y metabolitos, acido
3— amino-1-propanosulfénico (3APS), 1,3—propanodisulfonato (1,3PDS),
activadores de secretasa, inhibidores de beta— y gamma-secretasa, proteinas
tau, anticuerpos anti Tau (incluyendo, entre otros, anticuerpos descritos en WO
2012049570, W02014028777, W02014165271, W02014100600,
W02015200806, US8980270, and US8980271), neurotransmisor, rompedores de
lamina beta, moléculas antiinflamatorias, "antisicéticos atipicos” tales como, por
ejemplo clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol o olanzapina o inhibidores
de colinesterasa (ChEls) tales como tacrina, rivastigmina, donepezil, y/o
galantamina y otros farmacos y suplementos nutritivos tales como, por ejemplo,
vitamina B 12, cisteina, un precursor de acetilcolina, lecitina, colina, Ginkgo
biloba, acetil-L—carnitina, idebenona, propentofillina, o un derivado de xantina,
junto con un péptido de unidn de acuerdo con la invencién incluyendo
anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y sus fragmentos activos,
y, opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente y/o
un excipiente e instrucciones para el tratamiento de enfermedades.

En algunas realizaciones, un anticuerpo de la invencion puede ser

administrado en combinacion con un farmaco neurologico. Dichos farmacos
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neuroldgicos incluyen, entre otros, un anticuerpo u otra molécula de unién
(incluyendo, meramente a titulo enunciativo una molécula pequefia, un péptido,
un aptamero, u otro aglutinante proteico) que se une especificamente a un
objetivo seleccionado entre: beta secretasa, presenilina, proteina precursora
amiloide o sus porciones, péptido beta amiloide o los oligomeros o fibrilas de los
mismos, receptor de muerte 6 (DR6), receptor para productos finales de glicacion
avanzada (RAGE, por sus siglas en inglés), parkina, y huntingtina; un antagonista
del receptor NMDA (es decir, memantina), un agente de deplecion de monoamina
(es decir, tetrabenazina); un mesilato ergoloide; un agente anticolinérgico
antiparkinsonismo (es decir, prociclidina, difenhidramina, trihexilphenidilo,
benztropina, biperiden y trihexifenidil); un agente  dopaminérgico
antiparkinsonismo (es decir, entacapona, selegilina, pramipexol, bromocriptina,
rotigotina, selegilina, ropinirol, rasagilina, apomorfina, carbidopa, levodopa,
pergolida, tolcapona y amantadina); una tetrabenazina; un antiinflamatorio
(incluyendo, entre otros, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (es decir,
indometicina y otros compuestos enlistados anteriormente); una hormona (es
decir, estrégeno, progesterona y leuprolido); una vitamina (es decir, folato y
nicotinamida); una dimebolina; una homotaurina (es decir, acido 3-
aminopropansulfénico; 3APS); un modulador de la actividad del receptor de
serotonina (es decir, xaliproden); un interferén, y un glucocorticoide o
corticosteroide. EI término “corticosteroide” incluye, entre otros, fluticasona
(incluyendo propionato de fluticasona (FP)), beclometasona, budesonida,
ciclesonida, mometasona, flunisolida, betametasona y triamcinolona.
“Corticosteroide inhalable” significa un corticosteroide que es adecuado para la
administracion por inhalacion. Los ejemplos de corticosteroides inhalables
sonfluticasona, dipropionato de beclometasona, budenosida, furoato de

mometasona, ciclesonida, flunisolida, y aceténido de triamcinolona.



10

15

20

25

151

En algunas realizaciones, se puede administrar uno 0 mas anticuerpos beta
anti-amiloides (anti-Abeta) con un anticuerpo anti-Tau proporcionado en la
presente invencion. Los ejemplos no limitativos de dichos anticuerpos anti-Abeta
incluyen crenezumab, solanezumab, bapineuzumab, aducanumab,
gantenerumab, y BAN-2401 (Biogen, Eisai Co., Ltd.). En algunas realizaciones,
se puede administrar uno o mas inhibidores de la agregacion de beta-amiloides
con un anticuerpo anti-Tau proporcionado en la presente invencion. Los ejemplos
no limitativos de los inhibidores de la agregacion de beta-amiloides incluyen
ELND-005 (también denominado AZD-103 o scilo-inositol), tramiprosato y PTI-80
(Exebryl-1®, ProteoTech). En algunas realizaciones, se puede administrar uno o
mas inhibidores de BACE con un anticuerpo anti-Tau proporcionado en la
presente invencion. Los ejemplos no limitativos de dichos inhibidores de BACE
incluyen E-2609 (Biogen, Eisai Co., Ltd.), AZD3293 (también conocido como
LY3314814, AstraZeneca, Eli Lilly & Co.), MK-8931 (verubecestat) y JNJ-
54861911 (Janssen, Shionogi Pharma). En algunas realizaciones, se puede
administrar uno o mas inhibidores de Tau con un anticuerpo anti-Tau
proporcionado en la presente invencion. Los ejemplos no limitativos de dichos
inhibidores de Tau incluyen metiltioninio, LMTX (también conocido como leuco-
metiltioninio o Trx-0237; TauRx Therapeutics Ltd.), Rember™ (azul de metileno o
cloruro de metiltioninio [MTC]; Trx-0014; TauRx Therapeutics Ltd., PBT2 (Prana
Biotechnology), y PTI-51-CH3 (TauPro™; ProteoTech). En algunas realizaciones,
se pueden administrar uno o mas anticuerpos anti-Tau diferentes con un
anticuerpo anti-Tau proporcionado en la presente invencion. Los ejemplos no
limitativos de dichos otros anticuerpos anti-Tau incluyen BMS-986168 (Bristol-
Myers Squibb) y C2N-8E12 (AbbVie, C2N Diagnostics, LLC). En algunas

realizaciones, puede administrarse un inhibidor general de plegado erréneo, tal
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como NPT088 (NeuroPhage Pharmaceuticals), con un anticuerpo anti-Tau
proporcionado en la presente invencion.

En algunas realizaciones, la composicion de acuerdo con la invencion
puede comprender niacina 0 memantina junto con un anticuerpo quimerico o un
anticuerpo humanizado de acuerdo con la invencion incluyendo anticuerpos,
particularmente anticuerpos monoclonales y los fragmentos activos de los
mismos, Yy, opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable y/o un
diluyente y/o un excipiente.

En algunas realizaciones, se proveen composiciones que comprenden
“antisicoticos atipicos” tales como, por ejemplo clozapina, ziprasidona,
risperidona, aripiprazol o olanzapina para el tratamiento de los sintomas sicéticos
positivos y negativos incluyendo alucinaciones, delirios, trastornos del
pensamiento (manifestados por incoherencia marcada, descarrilamiento,
tangencialidad), y comportamiento bizarro o desorganizado, asi como también
anhedonia, insensibilidad emocional, apatia y aislamiento social, junto con el
anticuerpo quimérico o el anticuerpo humanizado de acuerdo con la invencion o
los fragmentos activos del mismo, vy, opcionalmente, un portador
farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente y/o un excipiente.

Otros compuestos que pueden ser adecuadamente empleados en las
composiciones ademas del anticuerpo quimérico o anticuerpo humanizado de
acuerdo con la invencion, son aquellos descritos, por ejemplo, en WO
2004/058258 (véase especialmente las paginas 16 y 17) incluyendo objetivos
farmacoldgicos terapéuticos (pagina 36-39), acidos alcanosulfénicos y éacido
alcanolsulfurico (paginas 39-51), inhibidores de colinesterasa (paginas 51-56),
antagonistas de receptores de NMDA (paginas 56-58), estrégenos (paginas 58—
59), farmacos antiinflamatorios no esteroideos (paginas 60—-61), antioxidantes

(paginas 61-62), agonistas de los receptores activados por proliferadores de
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peroxisoma (PPAR, por sus siglas en inglés) (paginas 63—-67), agentes reductores
del colesterol (paginas 68—75); inhibidores amiloides (paginas 75—77), inhibidores
de la formacion amiloide (paginas 77—78), quelantes metalicos (paginas 78-79),
antisicoticos y antidepresivos (paginas 80-82), suplementos nutricionales
(paginas 83-89) y compuestos que aumentan la disponibilidad de sustancias
bioldgicamente activas en el cerebro (véase las paginas 89-93) y profarmacos
(paginas 93 y 94), dicho documento es incorporado a la presente a modo de
referencia, aunque especialmente los compuestos mencionados en las paginas
indicadas anteriormente.

Dichas terapias combinadas mencionadas anteriormente abarcan la
administracion combinada (en la cual se incluyen dos 0 mas agentes terapéuticos
en las mismas formulaciones o en formulaciones separadas) y la administracion
separada, en cuyo caso, la administracion del anticuerpo de la invencion puede
ocurrir antes, en forma simultanea, y/o después de la administracion del agente o
agentes terapéuticos adicionales. En algunas realizaciones, la administracion del
anticuerpo anti-Tau y la administracion de un agente terapéutico adicional
ocurren dentro de aproximadamente un mes, o dentro de una, dos o tres
semanas, o dentro de aproximadamente uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis dias,
una de la otra.

Un anticuerpo de la invencion (y cualquier agente terapéutico adicional) se
puede administrar mediante cualquier medio adecuado, incluyendo Ia
administracion parenteral, intrapulmonar, e intranasal, y, si se desea para el
tratamiento local, a través de la administracion intralesional. Las infusiones
parenterales incluyen la administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal o subcutanea. La dosificacion puede ser por cualquier ruta
adecuada, por ej. por inyecciones, tales como inyecciones intravenosas o

subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es breve o crénica.
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Se contemplan en la presente invencion diversos programas de dosificacion
incluyendo meramente a titulo enunciativo administraciones unicas o multiples en
diversos puntos de tiempo, administracion por bolo, e infusion pulsada.

Los anticuerpos de la invencidn serian formulados, dosificados vy
administrados en forma consistente con la buena practica médica. Los factores
para tener en cuenta en este contexto incluyen el trastorno en particular que se
esta tratando, el mamifero en particular que se esta tratando, la afeccion clinica
del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion del
agente, el método de administracion, la programacion de la administracion y otros
factores conocidos por los profesionales de la medicina. El anticuerpo no
necesariamente es formulado, aunque es opcionalmente formulado, con uno o
mas agentes actualmente empleados para evitar o tratar el trastorno en cuestion.
La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo
presente en la formulacion, del tipo de trastorno o tratamiento y de otros factores
descritos con anterioridad. Estos son empleados generalmente en las mismas
dosis y con las vias de administracion descritas en la presente invencion, o
aproximadamente entre 1 y 99% de las dosis descritas en esta invencion, o en
cualquier dosificacion y mediante cualquier via que se determine empiricamente /
clinicamente que es apropiada.

Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosis apropiada de un
anticuerpo de la invencion (cuando se utiliza por si solo 0 en combinacién con uno
0 mas agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que
sera tratada, del tipo de anticuerpo, de la severidad y curso de la enfermedad, si
el anticuerpo es administrado con fines preventivos o terapéuticos, de la terapia
previa, de la historia clinica del paciente y de la respuesta al anticuerpo, y del
criterio del médico interviniente. El anticuerpo es adecuadamente administrado al

paciente en una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y
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severidad de la enfermedad, aproximadamente 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ej.
0,1mg/kg—10mg/kg) de anticuerpo puede ser una dosificacion candidata inicial
para la administracion al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas
administraciones separadas, o mediante infusion continua. Una dosificacion diaria
tipica podria oscilar entre aproximadamente 1 pg/kg y 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados con anterioridad. Para las
administraciones repetidas durante varios dias o0 mas tiempo, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento en general seria sostenido hasta producirse una
supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Una dosificacion ejemplar
del anticuerpo estaria en el rango entre aproximadamente 0,05 mg/kg vy
aproximadamente 10 mg/kg. Por lo tanto, se pueden administrar una o0 mas dosis
de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier
combinacion de las mismas) al paciente. Dichas dosis pueden ser administradas
en forma discontinua, por ej. cada semana o cada tres semanas (por ej. de tal
modo que el paciente reciba entre aproximadamente dos y aproximadamente
veinte, o por ej. aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Puede administrarse
una dosis de carga mas alta inicial, seguida por una o mas dosis inferiores. Sin
embargo, pueden ser de utilidad otros regimenes de dosificacion. El progreso de
esta terapia es facilmente monitoreado mediante técnicas y ensayos
convencionales.

Se entiende que pueden llevarse a cabo cualquiera de las formulaciones o
meétodos terapéuticos antes mencionados empleando un inmunoconjugado de la
invencion en lugar de, o ademas de, un anticuerpo anti—Tau.

H. Articulos de Manufactura

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un articulo de manufactura
que contiene materiales utiles para el tratamiento, prevencion y/o diagndstico de

los trastornos descritos con anterioridad. El articulo de manufactura comprende
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un envase y una etiqueta o prospecto en o asociado con el envase. Los envases
adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, frascos, jeringas, bolsas de solucion
IV, etc. Los envases pueden estar formados de una variedad de materiales tales
como vidrio o plastico. El envase sostiene una composicion la cual esta sola o
combinada con otra composicion eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la
afeccion y puede tener una boca de acceso estéril (por ejemplo el envase puede
ser una bolsa de solucion intravenosa o un frasco que tiene un tapon perforable
mediante una aguja de inyeccion hipodérmica). Por lo menos un agente activo en
la composicion es un anticuerpo de la invencion. La etiqueta o prospecto indica
que la composicion se utiliza para tratar la afeccion de eleccion. Asimismo, el
articulo de manufactura puede comprender (a) un primer envase con una
composiciéon contenida en el mismo, donde la composicion comprende un
anticuerpo de la invencion; y (b) un segundo envase con una composicion
contenida en el mismo, donde la composicion comprende un agente terapéutico
citotoxico adicional u otro agente terapéutico. El articulo de manufactura en esta
realizacion de la invencion puede comprender ademas un prospecto que indica
que las composiciones pueden utilizarse para tratar una afeccion en particular.
Alternativa, o adicionalmente, el articulo de manufactura puede comprender
ademas un segundo (o tercer) envase que comprende un buffer
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion
(BWFI, por sus siglas en inglés), solucion salina tamponada con fosfato, solucion
de Ringer y solucidn de dextrosa. Puede incluir ademas otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros
buffers, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Se entiende que cualquiera de los articulos antes mencionados de
manufactura puede incluir un inmunoconjugado de la invencién en lugar de o

ademas de un anticuerpo anti—Tau.
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lll. EJEMPLOS
Lo que sigue son ejemplos de métodos y composiciones de la invencion.
Se entiende que pueden practicarse diversas otras realizaciones, dada la

descripcion general proporcionada con anterioridad.

Ejemplo 1: Generaciéon de Tau para Inmunizacién

Generacion de Tau recombinante monomerica

Se fusiono la construccion de Tau humana recombinante, la isoforma 2N4R
(aminoacidos 2—-441), a una etiqueta His N—terminal para facilitar la purificacion y
caracterizacion. Véase, por €j., la Figura 15. Se clond la construccion de fusion en
el vector pET52b (Novagen) y se expreso en E. coli. Se recolectaron y lisaron las
células bajo condicion desnaturalizante empleando cloruro de guanidinio 7M
durante toda la noche a 4°C con agitacion. Se peletizé el residuo celular a 40.000
rom durante 1 hora. Se aisl6 la proteina marcada con His, recombinante,
mediante cromatografia de afinidad con niquel (resina de afinidad Ni Sepharose
excel, GE Healthcare Life Sciences) seguido por cromatografia de exclusion por
tamafo (resina Superdex 200, GE Healthcare Life Sciences) bajo condicion
desnaturalizante. Se eliminé el cloruro de guanidinio dializando la proteina
recuperada en MES 20mM, NaCl 50mM, y TCEP 1mM a pH 6.8. Posteriormente
se elimino la etiqueta His empleando TEV proteasa, seguido por purificacion final
empleando cromatografia de intercambio cationico (columna Mono S, GE
Healthcare Life Sciences) para eliminar la etiqueta His disociada. El buffer de
purificacion contenia 0.1% Triton x-114 (v/v) para eliminar la endotoxina. Se
intercambio la proteina purificada en PBS con TCEP 1mM. Se analizaron la
pureza y el estado monomeérico mediante SDS-PAGE y SEC-MALLS. Se

confirmd la identidad mediante espectrometria de masas. Se determind la
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concentracion proteica mediante absorcion de UV a 280 nm. El producto final
estaba libre de endotoxina (<0,5 EU/mg), segun lo determinado mediante el
ensayo del lisado de amebocitos del Limulus (Kinetic Limulus Amebocyte Lysate
(LAL)).

Generacion de Tau fosforilada

Se genero6 Tau fosforilada empleando la construccién Tau 2—-441 preparada
empleando el método descrito anteriormente. Se fosforilo la construccion proteica
empleando 0,5 yM de PKA quinasa (Life Technologies), la cual fosforila serina
409, entre otros residuos. Se incubo la mezcla de reaccién con ATP 1mM, MgCl2
5mM, a temperatura ambiente durante 72 horas. Se confirmé la fosforilacion
mediante espectrometria de masas. Se empleé cromatografia de exclusion por
tamafno (Superdex 75, GE Healthcare Life Sciences) para eliminar la quinasa. Se
analizaron la pureza, el estado monomérico, y el nivel de endotoxina de la
preparacion de proteina fosforilada sustancialmente segun lo descrito con
anterioridad.

Oligomerizacion in vitro de Tau monomérica

Se gener6 Tau oligomérica empleando la construccion Tau 2-441
monomerica. En primer lugar, se intercambié la proteina monomeérica en acido
N,N-Bis(2—hidroxietil)-2—aminoetanosulfénico (BES) 20mM, NaCl 25mM, pH 7.4,
seguido por oligomerizacién empleando &cido araquidénico 75 yM (Cayman
Chemicals) y 18 kDa de Heparina (Sigma Aldrich), en concentraciéon equimolar
con proteina a 37°C durante 3 dias. Se confirmd la oligomerizacion por ensayo de
fluorescencia con tioflavina T, dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en
inglés) y cromatografia de exclusion por tamafo analitica. Tau oligomérica es en

algunos casos denominada “oligoTau.”
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Ejemplo 2: Generacion de anticuerpos anti—-Tau

Métodos

Generacion de hibridomas

Se recibieron ratones del tipo salvaje hembras C57BL/6JOlaHsd (C57BL/6)
y BALB/c OlaHsd (Balb/c) (Harlan, USA) con 9 semanas de edad. Se recibieron
ratones con inactivacion de Tau (B6.129—Mapttm1Hnd/J; The Jackson Laboratory,
USA) a las 6 y 9 semanas de edad. Las vacunaciones comenzaron a las 12 hasta
15 semanas de edad. Los ratones fueron vacunados con Tau humana
oligomerizada. Antes de la vacunacion, se mezclé la oligoTau con uno de dos
adyuvantes empleados en este estudio, Sistema Adyuvante Ribi Adjuvant System
(Ribi;  Sigma—Aldrich, Suiza) a 50% v/iv, 0 una combinacion de
oligodesoxinucleétidos de ADN sintético de una sola hebra CpG (CpG;
Microsynth, Suiza) e hidroxido de aluminio (Al; Brenntag, Suiza). Ribi es emulsion
aceite en agua de escualeno al 2% que contiene lipido A de monofosforilo
(aislado de Salmonella minnesota) y trehalosa dicorinomicolato sintético (aislado
del factor de acordonamiento de Tubercle bacillus) en aceite de escualeno, 0,2%
Tween-80, y agua.

Los ratones fueron vacunados mediante inyeccion subcutanea (s.c.),
excepto los grupos D y G, los cuales recibieron una combinaciéon de
administraciones intraperitoneales (i.p.) y administraciones a través del jarrete.
Los ratones en el grupo D recibieron administracion de 50 ug de oligoTau i.p. y 10
Mg de oligoTau como inyeccion en el jarrete. Los ratones del grupo G fueron
administrados 8 pg de oligoTau i.p. y 2 yg de oligoTau como inyeccion en el
jarrete. Véase la Tabla 2.

Para las vacunaciones que contienen CpG y Al (CpG/Al) como adyuvante,
cada inyeccion de 200 uL contenia 60 ug (30 nmol) de CpG, 1 mg de Al, y 50 ug

de oligoTau. Para todos los grupos del estudio, los ratones recibieron las
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inyecciones los dias 0, 14, 35 y 56. Los ratones empleados para la fusion de
mieloma (Nanotools, Alemania) fueron adicionalmente vacunados con tres
inyecciones diarias de refuerzo de oligoTau (50 ug por cada inyeccion i.p.) sin

agregado de adyuvante.

Tabla 2. Ratones y protocolos de vacunacion

Dosis de
Grupo de oligoTau total Ruta de
estudio Cepade Ratéon | (ug/inyeccion) Adyuvante vacunacion
A C57BL/6 50 CpG/Al s.C.
B C57BL/6 50 Ribi s.C.
C Balb/c 50 CpG/Al s.C.
D Balb/c 60 CpG/Al jarrete+i.p.
E Balb/c 5 CpG/Al s.C.
F Balb/c 50 Ribi s.C.
G Inactivacion de 10 Ribi jarrete +i.p.
Tau (knock—out)

Los ratones fueron sangrados y sacrificados un dia después de la ultima de
tres inyecciones de refuerzo, y se fusionaron los esplenocitos con células de
mieloma para generar hibridomas productores de anticuerpos.

Seleccion de hibridomas para subclonacién

Para las fusiones, los ratones fueron divididos en tres grupos, para un total
de 10 fusiones (2 fusiones en un grupo, cuatro fusiones en el segundo grupo, y
cuatro fusiones en el tercer grupo), generando 299 hibridomas. Se cultivaron los
hibridomas viables empleando medio de seleccién que contenia suero, y luego se
seleccionaron los mejores hibridomas para la subclonacién, empleando ensayos
ELISA para la union a Tau humana de longitud completa y oligoTau segun lo
descrito mas adelante. Después de dilucion de limitacion, se cultivaron los
hibridomas finales en medio libre de suero y se recolect6 medio de las colonias

estables para screening de anticuerpo y seleccion.
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Ensayos de screening ELISA

Se recolectaron los sobrenadantes libres de suero de hibridomas estables.
Luego se seleccionaron los sobrenadantes que contenia anticuerpos de interés
mediante ensayos ELISA para caracterizar propiedades de anticuerpos y
seleccionar anticuerpos para posterior desarrollo. Se emplearon ensayos ELISA
para determinar lo siguiente: union a Tau humana de longitud completa (flTau;
SignalChem, Canada), unién a flTau hiperfosforilada (Genentech, Estados Unidos
de Ameérica), unidbn a preparaciones oligoméricas en comparacion con
monomericas de flTau, y union a ciertos epitopo(s) de Tau de anticuerpo.
Brevemente, se recubrieron placas de ELISA de 96 pocillos MaxiSorp (Nunc,
Dinamarca) con uno de los objetivos como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Objetivos empleados para los ensayos de screening ELISA.

ELISA
configura
Ensayo cion Objetivo
Unién a flTau ELISA Tau humana de longitud completa (flTau) recubierta a 1
Directo pg/mL
Unién a pTau ELISA Tau humana de longitud completa fosforilada in vitro
Directo empleando 4 quinasas (GSK3, Cdk5, PKA, y CK19;
Tau hiperfosforilada o pTau) purificadas y recubiertas a
1 pg/mL
Mapeo de ELISA Péptidos 15-mero biotinilados que abarcan los 441
epitopos Directo aminoacidos (aa) de Tau humana con 9 aa offset y 6 aa
superpuestos recubierta a 10 yg/mL sobre una placa de 96
pocillos con estreptavidina
Unién a ELISA flITau oligomérica y monomérica biotinilada con etiqueta AVI
oligoTau captura capturada en solucion mediante anticuerpos inmovilizados
anti-IgG que se estan analizando

Se realizé el recubrimiento durante toda la noche en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) a 4°C. Se lavaron las placas vigorosamente con
0,05% Tween-20/PBS vy luego se bloquearon con 1% de seroalbumina bovina
(BSA) en 0.05% Tween-20/PBS durante 1 hr a 37°C. Luego se agreg6 el

anticuerpo contenido en el sobrenadante de los hibridomas en las diluciones
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indicadas, y se incub0 durante 2 hrs a 37°C después de lo cual se lavaron las
placas segun lo descrito anteriormente.

Para los ELISAs directos, se agreg6 un anticuerpo secundario de IgG anti-
ratdbn conjugado a AP (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Reino Unido) a
una dilucién 1/6000 en 0.05% Tween—20/PBS durante 2 hr a 37°C. Después del
lavado final, se incubaron las placas con solucion de sustrato de fosfatasa p—
nitrofenilfosfato disddico hexahidrato (pNPP; Sigma—Aldrich, Suiza) y se leyd a
405 nm empleando un lector de placas de ELISA (Tecan, Suiza). Los resultados
son expresados como densidades opticas (D.O.).

Para los ELISAs de captura de oligoTau y monoTau, se inmovilizaron
anticuerpos contenidos en sobrenadantes de hibridomas estériles libres de suero
sobre una placa recubierta con anti—IgG a dilucién de 500 veces, seguido por la
incubacion de oligoTau o0 monoTau, ambos con biotinilacion especifica del sitio
via una etiqueta AVI. Las incubaciones objetivo comenzaron a 5 pyg/mL y luego se
diluyeron 8 o 16 veces. Se empleo sustrato de estreptavidina—HRP y ABTS para
la cuantificacion de sefiales en un lector de placas (Tecan, Suiza). Los resultados
son expresados como D.O.

Estimaciones de Afinidad

Se estimo la afinidad de los anticuerpos no purificados en sobrenadantes
de hibridomas libres de suero mediante resonancia de plasmon de superficie
empleando un instrumento Biacore T-100 (GE Healthcare, Reino Unido). Se
inmovilizaron los anticuerpos sobre un chip biosensor anti—-IgG, y se empled flTau
(SignalChem, Canada) como el analito objetivo. Se realizé un andlisis cinético
empleando un modelo de ajuste de Langmuir 1:1.

Ensayos SDS—-PAGE y Western—blot

Se analizé la unidn de anticuerpos panTau seleccionados contra Tau en

cerebro humano en un Western-blot (WB) empleando lisados cerebrales de tres
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donantes con EA y dos donantes control sin EA con las mismas edades (Tissue
Solutions, Reino Unido). Se procesaron los lisados para obtener una fraccion de
Tau soluble libre de detergente. Se cargaron los lisados procesados sobre geles
bis-tris al 4-12% (Novex, Life Technologies, Suiza) y se transfirieron a
membranas Immobilon PVDF y se sometieron a blotting con los anticuerpos que
se estaban ensayando y un anticuerpo secundario anti-ratobn de cabra IRDye
800CW (Li—Cor, Estados Unidos de América).

Ensayo ELISA empleando lisados de cerebro humano

Para evaluar la union de los anticuerpos seleccionados a Tau humana no
desnaturalizada en lisados de cerebro con EA y control, se inmovilizaron los
anticuerpos de sobrenadantes de hibridoma, o control negativo y positivo, sobre
una placa de 96 pocillos segun lo descrito anteriormente. Luego se capturé Tau
en lisados de cerebro humano solubles de sujetos controles o con EA de las
mismas edades (400 ug/mL de proteina; todos de Tissue Solutions, Reino Unido)
y se realizo la deteccion empleando un anticuerpo de panTau de conejo policlonal
(AbCam, Reino Unido) seguido por un IgG-AP anticonejo especifico de fragmento
de Fc—y (Jackson ImmunoResearch, E.E.U.U.). Se empled lisado cerebral de
ratén con inactivacion de Tau como un control negativo de muestra. Se incubaron
las placas con solucion de sustrato de fosfatasa pNPP (Sigma—Aldrich), y se
leyeron a 405 nm empleando un lector de placas de ELISA (Tecan, Suiza). Los
resultados son expresados como densidades 6pticas (D.O.).

Secuenciamiento de hibridomas de anticuerpos

Se suministraron lisados de células de hibridomas a Antitope (Antitope,
Reino Unido) para el secuenciamiento de genes de regiones variables.
Brevemente, se llevo a cabo RT-PCR empleando grupos de cebadores
degenerativos para secuencias sefial murinas junto con cebadores de region

constante para cada una de cadenas pesada variable de IgG (VH), VH de IgM,
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ligera variable kappa de Ig (KVL) y A VL de Ig. Se amplific6 ARNm de regién V de
cadena pesada empleando un conjunto de seis grupos de cebadores
degenerativos (HA a HF) especificos para secuencias sefial de VH junto con
cebadores de region constante especificos de IgM o de IgG. Se amplifico el
ARNmM de region V de cadena ligera empleando un conjunto de ocho grupos de
cebadores degenerativos especificos de secuencias sefal, siete para el
agrupamiento Kk (KA a KG) y uno para el agrupamiento A (LA), junto con
cebadores de region constante kK o A. Se purificaron los productos de la PCR
obtenidos de la amplificacion exitosa, se clonaron en un vector de clonacién ‘TA’
(P GEM-T Easy, Promega), se transformaron en E.coli y las colonias individuales
se secuenciaron. Se determinaron las secuencias de nucleotidos y aminoacidos
de las regiones VH y VL de los anticuerpos con las secuencias para 27
hibridomas de anticuerpos.

Resultados

Seleccion de hibridomas para subclonacion

Los hibridomas que fueron generados de cada una de las tres rondas de
fusiones, un total de 299 hibridomas derivados de diez fusiones, se sometieron a
ensayos adicionalmente para determinar la union a pTau y a Tau oligomerizada.
El objetivo consistié en seleccionar anticuerpos que union igual de buena a Tau y
a Tau modificada postraduccionalmente, tal como Tau fosforilada u oligomérica.
Para esto, se llevaron a cabo ensayos sobre hibridomas para seleccionar las
mejores propiedades de panTau. Para determinar la region de union al anticuerpo
y el epitopo de Tau especifico, se determiné en primer lugar la region de union
empleando fragmentos diferentes de Tau y luego una genoteca de péptidos de
Tau superpuestos 15-meros que abarcan a la secuencia completa de 441
aminoacidos (aa) de la isoforma mas larga de Tau humana. Se evitd6 en forma

intencional un grupo de anticuerpos que se unen a regiones predeterminadas de
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Tau con el objetivo de aumentar al maximo la union a diferentes formas
modificadas postraduccionalmente de Tau y a la totalidad de seis isoformas de
Tau humana diferentes presentes en los seres humanos.

Las tres series de fusion dieron como resultado la generacion de 133
hibridomas estables subclonados que fueron seleccionados para determinar las
mejores propiedades de panTau. Se empled6 una combinacién de ensayos
diferentes de screening para reducir la cantidad de hibridomas de anticuerpos que
tienen las propiedades preferidas para un anticuerpo contra panTau. Para
comparar la union de flTau y pTau, se analizaron 90 hibridomas con los
resultados de 24 hibridomas mostrados en la Figura 1 A-F. Como una seleccion
inicial se habia llevado a cabo empleando fragmentos de Tau para evitar
seleccionar anticuerpos que se unen a regiones de Tau que se sabe que tienen
densidad elevada de residuos que son fosforilados en la enfermedad de
Alzheimer (EA) y en otras tauopatias, la mayoria de los anticuerpos analizados se
unieron tanto a flTau como a pTau con propiedades similares de unién segun lo
determinado por este ELISA.

En algunas realizaciones, es deseable que un anticuerpo contra panTau se
una tanto a las formas monoméricas como oligoméricas de Tau sin una fuerte
preferencia hacia una o la otra. Se configuré un ELISA de captura para determinar
si los anticuerpos se unian tanto a las formas monomeéricas como a las formas
oligoméricas de flTau. Un ELISA realizado en modo de captura conserva la
conformacion oligomérica de Tau pre-oligomerizada y el estado monomérico de
monoTau mejor que cuando se realiza como un ELISA directo con los objetivos
inmovilizados sobre una placa de ELISA.

Cada ensayo se realiz6 comparando directamente la unidon de las dos
formas de Tau a los 90 anticuerpos analizados. Se emplearon los anticuerpos que

se sabia que tenian union preferida a oligoTau o que no discriminaban entre las
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dos formas de Tau como controles en cada ensayo. Los resultados de 18
hibridomas se muestran en la Figura 2A-E.

El mapeo de los epitopos es importante para seleccionar anticuerpos con
buenas propiedades de panTau, ya que pueden evitarse los anticuerpos que se
unen a regiones con densidad elevada de potenciales residuos de pTau (Ser, Thr
y Tyr). También se utilizé la union a las seis isoformas de Tau humana como un
criterio de seleccidén para un anticuerpo contra panTau. Los epitopos de panTau
de anticuerpos que habian sido inicialmente seleccionados fueron verificados y
determinados con exactitud mejorada empleando una genoteca de 49 péptidos
cada una con 15 aminoacidos (aa) que abarcan la longitud completa de Tau
humana, con una superposicion de 6 residuos de aa y una compensacion
(“offset”) de 9 aa. Los numeros de residuos se basan en la isoforma mas larga de
Tau humana (441 aa). Se emplearon los anticuerpos no purificados a una dilucién
1/10 elevada para verificar la union contra la no union a todos los péptidos. El
screening de los anticuerpos de 112 hibridomas previamente seleccionados por

ELISA indico la union a 20 epitopos diferentes de Tau (Tabla 4).

Tabla 4: Epitopos de Tau para anticuerpos

Anticuerpo E#:::F(’:;;e Anticuerpo E#:::F(’:;;e
14F5-D9 1-15 30A1-C9 73-87
94B2-B12 1-15 30A1-D11 73-87
94B2-C1 1-15 28F5-G8 82-96
10A1-A6 10-24 28F5-H8 82-96
10A1-D8 10-24 33G9-A11 100-114
11E10-B8 10-24 33G9-B9 100-114
17G12-C11 10-24 52F2-E12 100-114
17G12-D5 10-24 52F2—-E8 100-114
19H6-A1 10-24 52F6-B3 100-114
19H6-F7 10-24 52F6-F11 100-114
19H6-G8 10-24 56D3-C8 100-114
37D3-H12 10-24 56D3-E9 100-114
70B10-
37D3-H9 10-24 B6B2 100-114




37E8-B4 10-24
37E8-C2 10-24
3A4-H4 10-24
3H10-

E12(A) 10-24
3H10-G12 10-24
44B7-A9 10-24
44B7-B1 10-24
54C1-H11 10-24
61E7-B11 10-24
61H10-B4 10-24
61H10-H3 10-24
127G7-A5 10-24
127G7-E7 10-24
115A4-A3 10-24
115A4-B1 10-24
125B11-B6 10-24
73C8-A5 10-24
73C8-G4 10-24
76B4-D9 10-24
76B4—H7 10-24
123E9-B3 19-33
15C6—-A7 19-33
19F8-B1 19-33
24A11-D5 19-33
63H3-B2 19-33
63H3-D8 19-33
64B9-E11 19-33
64B9—-F12 19-33
45D2-C9 19-33
45D2-F4 19-33
72E12-B2 19-33
72G10-A7 19-33
72G10-B6 19-33
123E9-A1 19-42
19F8—-C11 19-42
7A11-C12 19-42
89F4—-A2 28-42
89F4—-A1l 28-44
12A10-E8 37-51
55E7-B12 37-51
72E12-H9 37-51

167

70B10-

B6G12 100-114
78E4-D11 100-114
78E4-G4 100-114
30G1-B2 109-123
30G1-C11 109-123
49G10-F4 109-123
49G10-H1 109-123
65B1-A2 109-123
65B1-A7 109-123
73H6-BS 109-123
113F5-A8 109-123
113F5-F7 109-123
125B11-H3 109-123
26C1-B11 118-132
26C1-C8 118-132
74H10-A3 118-132
74H10-C3 118-132
78F3-B2 118-132
78F3-E7C6 118-132
78F3-E7H7 118-132
126H12-G6 136-150
126H12-H7 136-150
22G7-C9 154-168
22G7-G9 154-168
111B8-C4 163-177
111B8-F10 163-177
66F5-A1 172-177
66F5—F2 172-177
71H8-A1 190-204
71H8-D6 190-204
83E10-D10 190-204
83E10-D6 190-204
126F11-B3 217-231
126F11- 217-231
G11

93A8-C9 397-411
93A8-D2 397-411
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55E7-F11 37-51
30D12-B5 64-78
21C1-D8 64-78
21C1-G6 64-78
30D12-F6 64-78
31A3-A4 64-78
31A3-A7 64-78
77D1-D2 64-78
77D1-E6 64-78

Para las mediciones de afinidad a flTau, se midieron 46 anticuerpos

Tabla 5: Afinidad para flITau

Kb
Anticuerpo (nM)
37D3-H9 1
54C1-H11 1.5
123E9-Al 1.8
94B2-C1 1.9
24A11-D5 2
113F5-F7 24
89F4-Al 2.9
19F8-B1 2.9
61E7-C4 3.3
126F11-G11 4.2
26C1-C8 4.3
93A8-D2 4.3
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empleando SPR en un instrumento Biacore, con las Kps determinadas. Se
realizaron mediciones de afinidad Biacore inmovilizando anticuerpos en un chip
anti-IgG y utilizando flTau como el analito objetivo. Los resultados para 32
anticuerpos se muestran en la Tabla 5, con los anticuerpos clasificados en base a
la afinidad hacia flITau. De los anticuerpos medidos para afinidad a flTau, 22
anticuerpos tenian afinidades mejores que 20 nM, de los cuales 14 anticuerpos

tenian Kps debajo de 5 nM y el anticuerpo 37D3-H9 tenia una Kp (afinidad) de 1

Kb
Anticuerpo (nM)
3A4-H4 7.8
52F6-F11 8.4
3A4-A12 10.1
44B7-B1 14.7
3H10-E12 19.4
10A1-D8 19.6
52F2-E8 26
19H6-F7 39
34H4-F5 43
19H6-A1 56
34H4-B10 69
17G12-C11 118
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37E8-B4 4.4 45H12-C4 139
61E7-B11 4.8 17G12-D5 161
125B11-H3 6 61H10-H3 177
54C1-C3 6.8 11E10-C3 399

Para verificar la unidbn de los anticuerpos seleccionados a las seis
isoformas de Tau humana, se llevé a cabo un SDS—-PAGE con una escalera de
Tau recombinante que contenia las seis isoformas y se realiz6 un Western—blot
(WB) empleando tres anticuerpos anti-Tau seleccionados. Los tres anticuerpos
anti panTau se unen a las seis isoformas de Tau (Figura 3). Adicionalmente, se
corrieron en forma simultanea homogenados cerebrales de tres controles de AD y
dos controles de las mismas edades con fines comparativos. Segun lo esperado,
y en base a los epitopos mapeados, los tres anticuerpos analizados en este
ensayo mostraron union a las seis isoformas de Tau. La diferencia observada en
los patrones de bandas entre donantes con EA humanos y control puede
representar la mayor fosforilacion y/o agregados de Tau SDS—estables de lo que
se esperaba que estaria presente en sujetos con EA.

Se corrieron adicionalmente muestras control, y de enfermedad de
Alzheimer (EA) humanas en un ensayo de captura de ELISA no desnaturalizante
para verificar la unidbn a Tau en cerebros humanos. Se corrieron lisados de
muestra procesados para Tau soluble de dos sujetos con EA y dos sujetos
controles sin EA de las mismas edades a 8 diluciones ensayando tres anticuerpos
(Figura 4A-C).

Se determinaron las secuencias de cadena variable de anticuerpos para 27
hibridomas (Antitope, Reino Unido). Las secuencias proteicas para ciertos
dominios variables de cadena pesada y ligera y regiones hipervariables (HVRSs) se

muestran en la Tabla de Secuencias.
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Ejemplo 3: Caracterizacion de Anticuerpos anti—Tau

Se construyeron cadenas pesada y ligera de anticuerpos por medio de la
sintesis génica y subclonacion del ADN resultante en vectores de expresion en
mamifero de (cadena pesada) IgG2a murina y (cadena ligera) kappa murina. Se
expresaron los anticuerpos en células CHO o 293T mediante cotransfeccion
transitoria de los plasmidos de cadena pesada y cadena ligera y se purificaron
con resina de afinidad MabSelectSure (GE Healthcare Life Sciences). Se
seleccionaron anticuerpos recombinantes purificados para la unién a proteina
monomerica Tau en un instrumento de resonancia de plasmon superficial Biacore
T200 utilizando un kit de captura de IgG de raton y un chip Serie S CM5. Se
capturaron anticuerpos en formato migG2a diluidos en HEPES 10mM pH7.4,
NaCl 150 mM, 0,05% Tween 20 (buffer de corrida, HBSP) durante 30 o 45
segundos a una concentracion de 1 pg/ml (anticuerpos 26C1, 94B2-C1, 52F6—
F11.vl, 52F6-F11.v2, 11E10-B8, 55E7-F11, 125B11-H3, 123E9-Al, 30G1-B2,
66F5-A1, 89F4-Al, 93A8-D2 y 126F11-G11) o durante 70 o 150 segundos a
una concentracion de 0,1 pg/ml (anticuerpos 19H6-F7, 3A4-H4, 54C1-H11 y
37D3-H9) utilizando una velocidad de flujo de 10 ul/min. Se monitored la union de
monomero de Tau en HBSP a 25°C empleando una velocidad de flujo de 30
pl/min y concentraciones de 16, 31, 63, 125, 125, 250 y 500 nM para los
anticuerpos 26C1 y 94B2; 16, 31, 63, 125, 125, 250, 500 y 1000 nM para los
anticuerpos 52F6-F11.vl y 52F6-F11.v2; 6, 19, 56, 56, 167 y 500 nM para los
anticuerpos 11E10-B8, 55E7-F11 y 125B11-HS3; 5, 16, 49, 148, 148, 444, 1333 y
4000 nM para los anticuerpos 123E9-A1, 30G1-B2, 66F5-A1, 89F4-A1l, 93A8—
D2y 126F11-G11; 0.4, 1.6, 6.3, 2.5, 100 y 400 nM para 19H6—-F7;y 0.2, 0.8, 4, 4,
20 y 100 nM para 3A4—-H4, 54C1-H11 y 37D3-H9. Se monitorearon los tiempos
de asociacion y disociacion durante 180-480 segundos y durante 300-600

segundos respectivamente. Se seleccioné el anticuerpo 37D3-H9 para posterior
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analisis debido a la elevada afinidad (Tabla 6) y la ausencia de motivos de
glicosilacion NXS/T en las CDRs.
Tabla 6: KD (nM) de anticuerpos murinos contra el monémero de Tau

humana. Los datos mostrados representan los datos de salida de un modelo de

uniéon 1:1.
Anticuerpo Kb (nM) Kon (1/Ms) Kofr (1/3)
26C1 17 4x10° 7x10"
94B2-C1 6 5x 10" 3x10"
54C1-H11 0.6 3 x 108 2 x 107
3A4-H4 12 3x10° 3x10"
37D3-H9 16 1% 10° 1x10%
19H6-F7 10 2 x 108 2 x 107
11E10-B8 108 2x10° 2% 10"
55E7-F11 171 2x10° 4%10°
125B11-H3 5 5x 10" 3% 10"
123E9-Al 52 4% 108 2 x 102
30G1-B2 20 4 x 108 8 x 107
66F5-ALl 105 8 x 10° 8 x 107
89F4-A1L 27 3 x 108 7% 107
93A8-D2 6 3 x 108 2 x 107
126F11-G11 3 2 x 108 4x10°
52F6-F11.v1 15 5x10° 7x10"
52F6-F11.v2 5 7 x 10" 4%10"

37D3-H9 demuestra avidez cuando se une a proteina Tau
La proteina Tau monomeérica humana se acopl6é covalentemente a un chip

CMS5 serie S Biacore empleando el Kit de Acoplamiento de Amina Biacore Amine
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Coupling Kit (GE Life Sciences), dando como resultado la inmovilizacidén hasta un
nivel de aproximadamente 128 UR. Se monitored la unién directa de 37D3-H9 en
ambos formatos Fab y IgG empleando el formato experimental de cinética de un
solo ciclo con cinco periodos de asociacion de 300s cada uno y concentraciones
de anticuerpo de 1, 2, 4, 8 y 16 nM (IgG) o 5, 10, 20, 40 y 80 nM (Fab). Se
monitored la disociacion durante 7200 segundos (Fab) o durante 14400 segundos
(IgG). Se calcul6 un valor de la velocidad de disociacion ajustando un modelo de
union 1:1 a la informacion. Las velocidades calculadas de disociacion fueron 5.0
X 10 para 37D3-H9 Fab y 1.1 x 10-° para 37D3-H9 IgG, una diferencia de 45
veces. La Figura 5 ilustra la diferencia en las velocidades de disociacion de Fab
(panel izquierdo) y 1gG (panel derecho), lo cual indica que 37D3-H9 IgG esta

demostrando avidez.

Ejemplo 4: Humanizaciéon de Anticuerpos anti-Tau

Se humanizé el anticuerpo 37D3-H9 mediante injerto de las CDRs del
anticuerpo y residuos de estructura de regidon variable seleccionados en
estructuras consenso de anticuerpo humano (Dennis, M.S. (2010). CDR repair: A
novel approach to antibody humanization. In Current Trends in Monoclonal
Antibody Development and Manufacturing, S.J. Shire, W. Gombotz, K. Bechtold—
Peters y J. Andya, eds. (Springer, Nueva York), pp. 9-28). Se evalu6 el injerto
sobre estructuras VH3, Vk2 y VK1 consenso. El injerto de cadena pesada incluyé
residuo murino en posicion 49 (sistema de numeracion de Kabat). El injerto de
VK2 incluyé residuos murinos en posiciones estructurales 2 y 4. El injerto de Vk1
incluyd residuos murinos en posiciones estructurales 2, 4 y 43. Se construyeron
variantes humanizadas mediante sintesis génica y subclonacion en vectores de
expresion mamiferos de cadena Kappa e IgG1 o IgG4 humana. Se expresaron los

anticuerpos mediante cotransfeccion de los plasmidos de cadena pesada y ligera
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en células CHO y se purificaron con resina de afinidad MabSelect Sure. Se
seleccionaron variantes humanizadas para afinidad hacia monémero de Tau
humana empleando el kit de captura de IgG humana Biacore, un chip Serie S
CMS5 y un instrumento Biacore T200. Se diluyeron los anticuerpos hasta 2 pg/mly
se capturaron durante 15 segundos a 10 ul/min. Se monitored la asociacion vy
disociacion de 100, 33, 11 y 3.7 nM de monémero de Tau humana en HEPES
10mM pH7.4, NaCl 150mM, 0.05% Tween 20 (buffer de corrida, HBSP) durante
180 segundos y 600 segundos respectivamente a una velocidad de flujo de 30

MI/min. Se aplicé un modelo de unién 1:1 a los resultados (Tabla 7).

Tabla 7: Screening de afinidad de variantes humanizadas para Tau

humana monomérica

Var_iante de E:ttl;l;_((;taur:: Kb
anticuerpo ligera (nM)
hlﬁg I\?f B Kappal 4.1
hlﬁ; 5; - Kappal 5.6
hlﬁg 5;’ B Kappal 8.8
hlﬁ; Sj_ Kappal 8.2
hlﬁ; 5: B Kappa2 1.9
hlﬁg 5: - Kappa2 35
hﬁ;?? - Kappa2 27.0
h‘ﬁ;s;’_ Kappa2 10.2
hlﬁ; 5; - Kappa2 13.2
h.:?gle?é_ Kappa2 | 143
hll_f;?lei_ Kappa2 74.8




hﬂ:gle:;_ Kappa2 21.6
h|l-J|?g;7VD1?;,_ Kappa2 9.0
hﬂ:;?lei_ Kappa2 10.8
hﬂ?gle?é_ Kappa2 |  19.0
hﬂ?\ﬁ? Kappa2 27.2
h|l_g7VD1?;_ Kappa2 8.1
hﬂ?gle?é_ Kappa2 |  13.4
hﬂ:gle:;_ Kappa2 55.7
h.:?gsz?é_ Kappa2 |  36.9
hﬂ:;?szi_ Kappa2 38.1
hﬂgg’;— Kappa2 |  36.6
hﬂg?\/Dzi_ Kappa2 |  81.1
hﬂ:;?szi_ Kappa2 56.6

Se caracterizaron adicionalmente las variantes de anticuerpos hu37D3—
H9.v1l, hu37D3-H9.v2, hu37D3-H9.v5 y hu37D3-H9.v6 mediante resonancia de
plasmon de superficie con concentraciones de anticuerpos adicionales y tiempos
mas largos de asociacion/ disociacion. Se analizaron estas variantes con un rango
mas amplio de concentraciones monoméricas de Tau humana (1.2, 3.7, 11.1,
11.1, 33.3, 100 nM) y aumento de los periodos de asociacion (300 segundos) y

disociacion (1200 segundos). Se aplic6 un modelo de unién 1:1 a los resultados

(Tabla 8).

174
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Tabla 8: Analisis detallado de la cinética de uniébn de variantes

seleccionadas a Tau humana mediante resonancia de plasmoén de superficie

Estructura

Variante de de la
anticuerpo cadena Ko (M)

ligera
hu37D3- Kaonal 1.1nM, 1.0
HO.v1 PP M
hu37D3-
HO V2 Kappal 1.2 nM
hu37D3-
HO V5 Kappa2 0.8 nM
hu37D3-
HO V6 Kappa?2 1.4 nM

Se incorporé una mutacion YTE (M252Y/S254T/T256E) en ciertos
anticuerpos anti IgG4. Se han descrito mutaciones del dominio de union al
receptor de Fc—neonato (FcRn) tales como M252Y, S254T y T256E (YTE) para
aumentar la union a FcRn y asi aumentar la vida media de los anticuerpos. Ver la
Solicitud de Patente Publicada Estadounidense No. 2003/0190311 y Dall’Acqua et
al., J. Biol. Chem. 281:23514-23524 (2006).

Se humaniz6 el anticuerpo 125B11-H3 en estructuras consenso VH3 y
VKk1. El injerto de la cadena pesada incluia residuos murinos en posicion 78
(sistema de numeracion de Kabat). El injerto Vk1 incluia residuos murinos en
posiciones estructurales 43 y 87. La cadena ligera de 113F5-F7 fue también
humanizada sobre la estructura VK1, con residuos murinos adicionales en las
posiciones estructurales 43 y 87. Se cotransfectaron cadenas pesadas (125B11) y
cadenas ligeras (125B11 y 113F5-F7) de variantes humanizadas en
combinaciones multiples y se purificaron en formato de 96 pocillos segun lo
descrito anteriormente. Luego se seleccionaron las variantes humanizadas para
determinar la afinidad para mondmero de Tau humana empleando el kit de

captura de IgG humana de Biacore, un chip CM5 Serie S y un instrumento
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Biacore T200. Se diluyeron los anticuerpos hasta 2 ug/ml y se capturaron durante
15 segundos a 10 ul/min. Se monitore6 la asociacion y disociaciéon de 0, 100 y
500 nM de mondémero de Tau humana en HBSP durante 180s y 300s
respectivamente a una velocidad de flujo de 40 pl/min. Se aplicé un modelo de

unioén 1:1 a los resultados (Tabla 9).

Tabla 9: Screening de variantes de humanizacion 125B11-H3 y 113F5-F7

mediante resonancia de plasmon superficial

variante de humanizacion de cadena pesada 125B11
Screening Kp (M)
HC1 HC2 HC3 HC4 HC5 HC6

LC1 16, 18 18 15 85 -
variante de 19
humanizacion n
de cadena LC2 20 20 19 14 - NT
ligera LC3 21 23 20 15 - -
125B11

LC4 23 22 20 17 >100 >100
variante de LC1 57 61 54 44 - -
humanizacion LC2 67 68 55 47 _ B
de cadena
ligera 113F5— LC3 61 64 54 47 >100 -
a LC4 71 77 65 51 - -

* Union minima a mondémero de Tau.
NT, no analizado.

Las variantes hul25B11.v17 (HC3+LC1), hul25B11.v26 (HC4+LC2) y
hul25B11.v28 (HC4+LC4) se seleccionaron para el analisis cinético de alta
resolucion basado en el screen de afinidad (Tabla 10). El anticuerpo 94B2-C1
fue humanizado sobre estructuras VH1 y Vk2. El injerto de cadena pesada
también incluia residuos murinos en posicién 28, 29, 67, 69, 71, y 73 (sistema
de numeracion de Kabat). El injerto Vk2 incluia ademas residuos murinos en
posiciones estructurales 2, 36, y 46. Se expresaron, purificaron vy
seleccionaron combinaciones de ocho cadenas pesadas y ocho cadenas

ligeras mediante resonancia de plasmon superficial (SPR, por sus siglas en
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inglés) segun lo descrito para 125B11 anteriormente. Los resultados del

screening de SPR se muestran en la Tabla 11. La variante hu94B2.v105

(variante de cadena pesada 94B2.HC1, variante de cadena ligera 94B2.LC13)

se selecciond para la caracterizacion por SPR detallada (Tabla 11).

Tabla 10: Datos cinéticos para variantes de anticuerpos anti-Tau

humanizados seleccionados

Anticuerpo Isotipo (rll<l\3l) (1l/(|:;|s) (i‘;:)

hul25B11.v17 higG1l 10.5 0.8 x10° 0.8x107°
hul25B11.v26 higG1l 95 0.7 x 10° 0.7x1078
hul25B11.v28 higG1l 10.2 0.7 x 10° 0.7x1078
hu94B2.v105 higG1 3.7 0.8 x 10° 0.3x 1073

Tabla 11: Screening de variantes de humanizacién 94B2 por resonancia de

plasmon superficial

94B2 Variante de humanizacion de cadena ligera:
Screening Kp (nM)
LC9 LC10 LC11 LC12 LC13 LC14 LC15 LC16
HC1 3.8* 8 91.5 8 41" § 104.0 8
HC?2 5.7 s 89.6 s 7.4 NT 99.6 s
HC3 2.0 S 69.3 S 3.8 S 64.1 S
94B2
Variante de HC4 61.9 S s S 64.1 S s S
humanizacion
de cadena HC5 2.7 S 62.6 S 4.0 S 72.6 :
pesada: 5 5 ; 5
HC6 0.9 70.1 3.0 74.1
Hc7| 529 S 5 S 57.8 S 5 S
HCS8 1.0 s 44.3 s 2.4 : 51.5 s

10 *Media de n=3 repeticiones.

"hu94B2.v105.

8 Unidn minima a monomero de Tau observado.

NT, no ensayado.



10

15

20

25

178

Ejemplo b5: Andlisis de Estabilidad de Anticuerpos anti—Tau
Humanizados

Identificacion de inestabilidad quimica

Se estresaron térmicamente muestras de anticuerpos para simular la
estabilidad durante la vida uatil del producto. Se intercambid el buffer de las
muestras en buffer de acetato 20 mM, pH 5.5, o buffer de fosfato, pH 7.4, y se
diluy6é hasta una concentracion de 1 mg/ml. Un ml de muestra se estresé a 40°C
durante 2 semanas y se almacend una segunda a —70°C como un control. Luego,
ambas muestras fueron digeridas empleando tripsina para crear péptidos que
pudieran ser analizados empleando analisis de cromatografia liquida (LC, por sus
siglas en inglés) — espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés). Para
cada péptido en el tiempo de retencion de la muestra, a partir de la cromatografia
liquida (LC) asi como también de la fragmentacion de iones péptidos y masa
precisa de alta resolucion se adquirié informacion (informacién de secuencias de
aminoacidos) en la Espectrometria de Masas (MS). Se tomaron cromatogramas
de iones extraidos (XIC, por sus siglas en inglés) para los péptidos de interés
(iones péptidos nativos y modificados) de los conjuntos de datos en una ventana
de 10 ppm y se integraron los picos para determinar el area. Se calcularon los
porcentajes relativos de modificacion para cada muestra tomando el (area del
péptido modificado) dividido por (el area del péptido modificado mas el area del
péptido nativo) multiplicado por 100. Luego se compararon estos porcentajes
relativos entre el control (t=0) y las muestras estresadas (t=2 semanas). Los
porcentajes mostrados representan el valor control (t=0) restado del valor
estresado (=2 semanas). El analisis de desamidacion de anticuerpos hu37D3-
H9.v1 y hu37D3-H9.v5 condujo a la observacion de que la secuencia N?2G2°N3

(numeracion de Kabat) dentro de la CDR-1 de la cadena ligera era susceptible a
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desamidacion. El incremento en la N2G?°N desamidada se encontré que era del

16,5% para hu37D3-H9.v1 y del 11% para hu37D3—-H9.v5.

Impacto de la desamidacion sobre la union del anticuerpo al antigeno

Para evaluar el impacto de la desamidacion de N28 sobre la afinidad para
Tau humana, era deseable obtener dos muestras con estado de desamidacion de
N?® ampliamente separado. Se incubé6 Hu37D3-H9.v5 hlgG4.S228P a 40°C
durante dos semanas a una concentracion de 1 mg/ml en Solucion Salina
Tamponada con Fosfato, pH 7.4. Se midi6 la desamidacién del motivo N22G2°
empleando LC-MS/MS. La muestra estresada t = 2 semanas tenia un aumento
del 43,1% de desamidacion con relacion a la muestra no estresada en t = 0. Se
analizaron los anticuerpos estresados y sin estresar para la union a Tau mediante
resonancia de plasmoén superficial (Biacore) empleando el kit de captura de IgG
humana de GE Biacore y un chip CM5 Serie S. Se diluyeron higG hasta 2 pug/mi
en HEPES 10mM pH7.4, NaCl 150mM, 0,05% Tween 20 (buffer de corrida,
HBSP) y se capturaron a una velocidad de flujo de 10 pl/min durante 15 segundos
(muestra t0) o 17 segundos (muestra t2). Se recolectaron los datos cinéticos para
el mondmero de Tau humana inyectado en concentraciones de 0, 3,1, 6,3, 12,5,
25, 25, 50 & 100 nM en HBSP, empleando una velocidad de flujo de 30 pl/min,
una fase de asociacion de 300 s y una fase de disociacion de 1800 s. Entre ciclos
se regenero la superficie empleando una inyeccion de 30 segundos de Cloruro de
Magnesio 3M a 10 pl/min. Se ajustd un modelo de union 1:1 a los datos
empleando errores del instrumento, incluyendo ajuste local del parametro “RI".
Los resultados mostrados en la Figura 6 y en la Tabla 12 demuestran que si bien
el anticuerpo estresado inmovilizado a niveles mas altos que el anticuerpo no
estresado en este experimento, la magnitud de la sefial de unién a Tau (segun lo

representado por la magnitud del parametro Rmax) era notablemente inferior.
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Después de la normalizacién del valor Rmax para las diferencias en el nivel de
captura, la muestra estresada (t=2 semanas) parecia mostrar aproximadamente la
mitad de la capacidad de unioén a Tau total de la muestra no estresada (indicado
por una reduccion del 56% en el valor Rmax Normalizado). La afinidad calculada
no parecio cambiar: en este analisis, la diferencia en KD entre las muestras en t=0
y las muestras en t=2 semanas era menos del 2% (KD = 0.7nM para t=0 y t=2
semanas). Los resultados son consistentes con la muestra en t=2 semanas que
contenia una poblacion significativamente reducida de anticuerpo de alta afinidad.

Tabla 12: Unién relativa de muestras de hu37D3-H9.v5 estresadas y no

estresadas a Tau monomérica mediante resonancia de plasmon superficial

muestra de N('j\;el Rmax Rmax Normalizado Cambio en
hu37D3-H9.v5 Ligando (UR) (= Rmax / Nivel de Rmax
hl1gG4.5228P (%JR) Ligando) Normalizado
Control (t=0) 102.9 477 0.46 N/A
Estresada (t=2 146.8 30.2 0.21 _ 56%
semanas)

Impacto de la desamidacién sobre union del anticuerpo al antigeno y
calculo de “Rmax Normalizado”

Dado que se espera que la desamidacion de asparagina de como resultado
productos de acido aspartico y acido iso—aspartico (Bischoff R. & Kolbe H.V.J.
(1994). J. Chromat. 5, 662, p261-278) se analiz6 el impacto del reemplazo de N28
con D28 (variante hu37D3-H9.v5 N28D) sobre la afinidad para monémero de Tau
humana. Se evaluo la afinidad a 25°C empleando un instrumento Biacore T200, el
kit de captura de IgG humana de GE Biacore y un chip CM5 Serie S. Se diluy6 la
hlgG hasta 2 pg/ml en HEPES 10mM pH7.4, NaCl 150mM, 0,05% de Tween 20
(buffer de corrida, HBSP) y se captur6é a una velocidad de flujo de 10 pl/min
durante 22 segundos. Se recolectaron los datos cinéticos para el monémero de

Tau humana inyectado en concentraciones de 0, 6,3, 12,5, 25, 25, 50, 100, 200, y
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400 nM en HBSP, empleando una velocidad de flujo de 30 pl/min, una fase de
asociacion de 300 segundos y una fase de disociacion de 600 segundos. Entre
ciclos, se regenero la superficie empleando una inyeccion de 30 segundos de
Cloruro de Magnesio 3M a 10 pl/min. Se ajustdo un modelo de unién 1:1 a los
datos y se calcularon las afinidades para hu37D3-H9.v5 y hu37D3-H9.v5.3
(también denominados en la presente hu37D3-H9.v5 N28D) calculadas
empleando andlisis cinético. Los parametros empleados para el ajuste 1:1
incluyeron el error del instrumento de ajuste local para el parametro “RI”. Los
resultados se muestran en la Figura 7 y en la Tabla 13.

La Kp calculada para la variante hu37D3—-H9.v5 N28D fue 160 x 10~° M, en
comparaciéon con 1,5 x10° M (media, n = 4 determinaciones intra—
experimentales) para hu37D3-H9.v5 analizado bajo las mismas condiciones. Por
consiguiente, la conversion de N2 a D?® provoca una reduccién 100 veces mayor
en la afinidad. Dada la afinidad comparativamente baja de la variante hu37D3-
H9.v5 N28D, y la cinética comparativamente rapida, nosotros razonamos que el
andlisis de la cinética de una mezcla de las variantes N y D?® estaria dominado
por la poblacion de mayor afinidad, y que la presencia de las variantes de menor
afinidad podria verse reflejada por una reduccion en el Rmax Normalizado. Para
validar este razonamiento, se comparo el perfil de union a Tau de las variantes de
anticuerpos hu37D3-H9.v5 y hu37D3-H9.v5 N28D con aquel de los dos
anticuerpos mezclados entre si en cantidades iguales. Comparado con hu37D3-
H9.v5 por si solo, una mezcla 1:1 de hu37D3-H9.v5 y hu37D3-H9.v5 N28D dio
como resultado una reduccion del 45% en Rmax Normalizado (Tabla 13). Nuestra
conclusion es que los cambios en Rmax Normalizado luego del estrés térmico
pueden ser indicativos de una poblacién reducida de anticuerpo de alta afinidad

en la muestra estresada. Nuestro razonamiento es que los cambios en Rmax
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Normalizado podrian por ende utilizarse para seleccionar variantes de hu37D3—

H9 para estabilidad mejorada.

Tabla 13: Cambios en Rmax Normalizado observados luego del estrés

térmico de hu37D3-H9.v5 y con la mezcla de hu37D3-H9.v5 con el producto de

desamidacion anticipado hu37D3—-H9.v5 N28D

Disminucién en
Rmax

Muestra Ko Rmax Normalizado en Comentarios
(nM) (RU) 2,
comparacion con
Referencia*

Media +/-
hu37D3-HI.v5 1.5+ 6.1+ Referencia DSZVCISZ'I[?Q aEnsé;[ﬁgidsar
higG1l 0.2 0.4 .

intra—

experimentales
hu37D3-H9.v5
N28D 160 81.0 4%
hlgG1
hu37D3-H9.v5
& Dos anticuerpos
hu37D3-H9.v5 2.0 46.4 45% mezclados en una
N28D relacion 1:1
higG1l
hu37D3-H9.v5 Control para
hlgG4.S5228P, 15 68.8 3% muestra estresada
t=0
hu37D3-H9.v5
hlgG4.5228P, 1.5 334 54% Muestra estresada
t=2 semanas

* Rmax Normalizado = Rmax (UR) /Nivel de Ligando (UR). Rmax Normalizado para el
anticuerpo de referencia = 0,33 (media de cuatro determinaciones intra—experimentales,
desviacion estandar < 0,01).

Optimizacion y seleccion de anticuerpos

Se evaluaron noventa variantes 37D3-H9 mediante Biacore para comparar

su estabilidad funcional con o sin un periodo de estrés térmico de dos semanas a

40°C. Las variantes incluyeron la mayoria de las mutaciones unicas del motivo
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N28G2°N30T3! mutantes dobles que contenian la mutacion G29A, mutaciones
dobles de Asn-28 y Tyr-32 que podrian reemplazar funcionalmente a estos a
residuos unidos a hidroégeno, asi como también todas las posibles permutaciones
de los residuos 2, 4, 33, y 93 como ya sea los residuos presentes en el anticuerpo
37D3-H9 original o la correspondiente variante de residuos de linea germinal.
Adicionalmente, se analizaron las mutaciones en el contexto del residuo 1 que es
Asp o Glu, lo cual no impacta sobre la afinidad o la estabilidad del residuo Asn—
28.

Se expresaron los anticuerpos mediante transfeccion transitoria de células
Expi293 en formato de 96 pocillos y se llevo a cabo la purificacion automatizada
en un sistema de manipulacién de liquidos Tecan freedom EVO 200 con una
parte superior MCA96 de 500 pL. Brevemente, se capturaron las IgGs en 1 mL de
cultivo empleando columnas de punta que estaban empaquetadas a medida con
20 pL de resina MabSelect SuRe (Glygen Corp & GE Healthcare). Después del
lavado con 1X PBS pH 7.4, se eluyeron las IgGs en 160 pL de acido fosférico 50
mM pH 3 y se neutralizaron con 12 uL de 20X PBS pH 11. Las columna de punta
MabSelect SuRe se sometieron a stripping en NaOH 0.1 M y se regeneraron con
1X PBS pH 7.4 para el uso consecutivo de hasta 15 veces. Los anticuerpos
purificados en formato de 96 pocillos se normalizaron hasta 0,1 mg/ml empleando
un robot de manipulacion de liquidos Hamilton Star. Las muestras “pre—
estresadas” se mantuvieron a aproximadamente 4°C y las muestras “pos—
estresadas” se incubaron a 40°C durante dos semanas en una maquina de PCR.
Se comparé la estabilidad funcional de las variantes llevando a cabo
experimentos de cinética de resonancia de plasmon superficial con las
preparaciones de anticuerpos “pre—estresadas” y “pos—estresadas”. Se evaluaron
los anticuerpos empleando un chip Serie S CM5 de captura de anticuerpos

humanos generado empleando el kit de captura de IgG humana de GE Biacore y
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un instrumento Biacore T200. Se inmovilizaron los anticuerpos diluidos hasta 2
Mg/ml empleando un tiempo de inyeccidon de 15 segundos y una velocidad de flujo
de 10 pl/min. Se monitoreo la union a monodmero de Tau a 0 nM, 26,5 nM y 265
nM, a 25°C, empleando una velocidad de flujo de 40 pl/min, para una fase de
asociacion de 180 segundos seguida por una fase de disociacion de 300
segundos. Las muestras se corrieron en HEPES 10mM pH7.4, NaCl 150mM,
0,05% de Tween 20 (HBSP) empleando un formato de cinética de multiples ciclos.
Se analizaron los datos empleando un programa informatico BlAevaluation, que
se ajusta a un modelo de union 1:1. Los valores de afinidad resultantes (Kp) son
mostrados en la Figura 8A-D. También se calculd6 un indice de Estabilidad,
empleando el razonamiento de que se espera que los anticuerpos con afinidad
comprometida (debido por ejemplo a la desamidacion de residuos claves)
contribuyan de igual manera con el nivel de captura de IgG (“Nivel del Ligando”)
aunque se espera gque contribuyan menos con la union medida a Tau, y que esto
se veria reflejado en el valor derivado experimentalmente para Rmax. Para dar
cuenta de las variaciones en la cantidad de cada anticuerpo capturado, se
normalizO Rmax para el nivel de captura de anticuerpos (segun lo medido por
“Nivel de Ligando”, Unidades de Respuesta inmovilizadas durante la captura de
los anticuerpos). Por lo tanto, se calcula Rmax Normalizado como el Rmax
experimental (unidades=UR) dividido por el “Nivel de Ligando” (Resultado de la
Evaluacion que representa las UR capturadas durante la etapa de captura de
hlgG, unidades=UR), y se calcula el indice de Estabilidad aqui como Rmax
Normalizado (pos—estrés) dividido por Rmax Normalizado (pre—estrés).

Se expresaron los anticuerpos seleccionados mediante transfeccion
transitoria de células CHO y se purificaron. Luego, se estresaron los anticuerpos
durante dos semanas a 1 mg/ml y se analiz6 la desamidacion mediante LC—

MS/MS, empleando mapeo de péptidos triptico RCM con reduccion de DTT,
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proceso de “capping”’ (caperuza) de IAA y digestion a pH 8.2. Los resultados
(Tabla 14) demostraron que la variante hu37D3-H9.v28.A4 tenia susceptibilidad
reducida a la desamidacion en el motivo N?G2?°N%*. La reduccién de la
desamidacion de hu37D3-H9.v28.A4 fue inesperada, ya que el residuo no esta
situado en la proximidad inmediata del residuo Asn—28 (Figura 9) y no queda claro
como la mutacioén F33L podria estabilizar Asn—28.

Tabla 14: Estabilidad de las variantes hu37D3-H9.v28.A4 en ensayos de

estrés para desamidacion

Aumento en la
ANticUeroo Condiciones de Estrés desamidacion
P Térmico de cadena ligera
N28629N30
hu37D3- 40°C en Buffer de 0
H9.v1 hlgG1 Acetato, pH 5.5 16.5%
hu37D3- 40°C en Buffer de 0
H9.v5 hlgG1 Acetato, pH 5.5 11%
28
40°C en Buffer de N :2.8%
Acetato, pH 5.5 NSO: 0.2%
hlgG1
N*: 5.3%
37°CenPBS pH 7.4 0
N :ND
hu37D3-
H9.v28.A4 28
40°C en Buffer de N : 0%
Acetato, pH 5.5 NSO: 0%
hlgG4.S228P.YTE
28
N : 10.4%
37°C en PBS pH 7.4 o
N :2.0%
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Ejemplo 6: Seleccion y Caracterizacion de Anticuerpos Anti-Tau
Humanizados

Seleccion y caracterizacion de anticuerpos: union a la proteina Tau
humana

Se evalud la afinidad de los anticuerpos seleccionados a 25°C empleando
un instrumento Biacore T200, el kit de captura de IgG humana GE Biacore y un
chip Serie S CM5. Se diluyé la hlgG hasta 0,25 pg/ml en HEPES 10mM pH7.4,
NaCl 150mM, 0,05% de Tween 20 (buffer de corrida, HBSP) y se capturé a una
velocidad de flujo de 10 pl/min durante 150 segundos. Se recolectaron los datos
cinéticos para monomero de Tau humana inyectado en concentraciones de 0, 0,4,
1,2, 3,7, 11, 11, 33 y 100 nM en HBSP, empleando una velocidad de flujo de 30
pl/min, una fase de asociacion de 300 segundos y una fase de disociacion de 600
segundos. Entre ciclos, se regenerd la superficie empleando dos inyecciones
consecutivas de 30 segundos de MgCl 3M a 10 ul/min. Se ajustaron los datos a
un modelo de unién 1:1 (Tabla 15).

Tabla 15: Datos cinéticos para variantes seleccionadas de anticuerpos anti-

Tau humanizados

. . KD kon koff

Anticuerpo Isotipo
(nM) (1/Ms) (1/s)

hu37D3- 5 -3
HO V28 Ad hlgG1 1.5 6.9 x 10 1.1x10
hu37D3- 5 -3
HO V5 hlgG1 1.0 7.5x10 0.8x10
hu37D3- 5 -3
HO V5 hlgG4.5228P 1.3 7.1x10 0.9x 10
hu37D3- 5 -3
HO V1 h1gG4.5228P 2.0 6.7 x 10 1.3x10
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Caracterizacion de anticuerpos: Union a proteina Tau humana en formato
higG4.S228P.YTE

Se evalud la afinidad a 25°C empleando un instrumento Biacore T200, el kit
de captura de FAb humanos GE Biacore y un chip CM5 Serie S. Se diluyo higG
hasta 0,5 pg/ml en HEPES 10mM pH7.4, NaCl 150mM, 0,05% de Tween 20
(buffer de corrida, HBSP) y se captur6é a una velocidad de flujo de 10 pl/min
durante 180 segundos. Se recolectaron los datos cinéticos para el monémero de
Tau humana inyectado en concentraciones de 0, 0,4, 1,2, 3,7, 11, 11, 33y 100 nM
en HBSP, utilizando una velocidad de flujo de 30 ul/min, una fase de asociacion
de 300 segundos y una fase de disociacion de 600 segundos. Entre ciclos se
regenero la superficie empleando dos inyecciones consecutivas de 60 segundos
de Glicina 10 mM pH 2.1. Se ajustaron los datos a un modelo de unién 1:1. Los
datos cinéticos son mostrados en la Tabla 16.

Tabla 16: Cinética de unidon de hu37D3-H9.v28.A4 higG4.S228P.YTE a

Tau humana monomérica mediante resonancia de plasmon superficial

Preparacion Ko Kon Kt
Anticuerpo de
anticuerpos (nM) (1/Ms) (1/s)
5 -
hu37D3-H9.v28.A4 Prep 1 14 6 x 10 9x 10
hlgG4.S228P.YTE Prep 2 14 6 x 10° . 10™

Caracterizacion de anticuerpos: Union a proteina Tau de mono cynomolgus
Se evalud la afinidad a 25°C empleando un instrumento Biacore T200, el kit
de captura de IgG humana de GE Biacore y un chip CM5 Serie S. Se diluyé higG
hasta 2 pg/ml en HEPES 10mM pH7.4, NaCl 150mM, 0,05% Tween 20 (buffer de
corrida, HBSP) y se capturé a una velocidad de flujo de 10 pl/min durante 15
segundos. Se recolectaron los datos cinéticos para monémero de Tau humana

inyectado a un minimo de cinco concentraciones no cero diferentes entre 1,2 y
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100 nM, con una concentracion de replicacion. Se evaluo la cinética utilizando una
velocidad de flujo de 30 pl/min, una fase de asociacion de 300 segundos y una
fase de disociacion de 600 segundos. Entre ciclos, se llevé a cabo una inyeccion
de regeneracion de 30 segundos de Cloruro de Magnesio 3M a una velocidad de
flujo de 10 pl/min. Los resultados se ajustaron a un modelo de unién 1:1. En la
Tabla 17 se muestran los datos cinéticos.

Tabla 17: Afinidad de anticuerpos anti-Tau humanizados para Tau de

mono cynomolgus monomeérica

. vael de Rmax Kon
Anticuerpo Ligando (UR) Kb (nM) (1/Ms) Koft (1/5)
(UR)
hu37D3.v28.A4 113.9 62.6 0.7 17 x 10° 1x10°
hu37D3.v28.F1 126.9 61.2 1.3 12 x 10° 2x10°
hu37D3.v28.A12 162.6 85.2 1.0 17 x 10° 2x10°
hu37D3.v29.2 168.6 86.0 1.4 17 x 10° 2x10°
hu37D3-H9.v5 125.1 55.5 0.6 15 x 10° 1x10°
hu37D3-H9.v1 130.2 51.7 0.8 20 x 10° 1x10°

Los anticuerpos humanizados hu37D3.v28.A4 y hu37D3.v28.F1 también se

unen a Tau fosforilada (pTau).

Ejemplo 7: Farmacocinética de Anticuerpo Anti—Tau

Para evaluar la farmacocinética del anticuerpo anti-Tau 37D3-H9 migG2a
in vivo, se les administr6 a ratones C57BL6 una sola inyeccién de bolo
intravenosa (IV) o intraperitoneal (IP) en una dosis de 10 mg/kg a ratones
conscientes. En diversos puntos de tiempo hasta 28 dias posdosis, se
recolectaron muestras de plasma para determinar las concentraciones de

anticuerpo anti—Tau.
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Se midieron las concentraciones del anticuerpo dosificado en plasma de
ratbn con un ELISA genérico empleando una cubierta de anticuerpo anti—
mulgG2a de raton, seguido por la adicion de muestras de plasma comenzando a
una dilucién de 1:100, y terminando mediante el agregado de un conjugado de
anti-mulgG2a de raton—biotina, y luego estreptavidina conjugada a peroxidasa de
rabano picante para deteccion. El ensayo tenia un rango de curva estandar de
1,56-200 ng/mL y un limite de deteccién de 0,16 pg/mL. Los resultados por
debajo de este limite de deteccion fueron informados como menos de lo
reportable (LTR, por sus siglas en inglés).

La Figura 10 muestra los resultados del analisis farmacocinético para anti—
Tau 37D3-H9 mlgG2a. Anti-Tau 37D3-H9 migG2a tenia exposicion y evacuacion
similares en ratones C57BL6 tipo salvaje como anticuerpos controles del isotipo,
con una evacuacion de 6,31 mL/dia/kg.

Para evaluar la farmacocinética de 94B2-C1 mlgG2a anti-Tau y 125B11-
H3 migG2a anti-Tau in vivo, se administré una unica inyeccion de bolo IP de
anticuerpo en una dosis de 10 mg/kg a ratones C57BL6 conscientes. En diversos
puntos temporales hasta 28 dias posdosis, se recolectaron muestras de plasma
para determinar las concentraciones de anticuerpo anti—Tau.

Las concentraciones del anticuerpo dosificado en plasma de ratdon se
midieron con un ELISA genérico empleando una cubierta de anticuerpo anti—
mulgG2a de ratdn, seguido por la adicion de las muestras de plasma comenzando
a una dilucion de 1:100, y terminando mediante el agregado de un conjugado de
anti-mulgG2a de raton—biotina, y luego estreptavidina conjugada a peroxidasa de
rabano picante para deteccion. El ensayo tenia un rango de curva estandar de
0,78-100 ng/mL y un limite de deteccién de 0,078 pg/mL. También se midieron
las concentraciones con un ELISA especifico empleando Tau recombinante como

la cubierta, seguido por la adicion de muestras de plasma comenzando a una
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dilucion de 1:10, y terminando mediante el agregado de anti-migG2a de cabra
conjugado a peroxidasa de radbano picante para deteccion. El ensayo tenia un
rango de curvas estandares de 0,078-10 ng/mL y un limite de deteccion de
0,0008 pg/mL. Los resultados por debajo de este limite de deteccion fueron
informados como menos de lo reportable (LTR).

Los resultados de esos experimentos son mostrados en las Figuras 16 y
17. 94B2 migG2a Anti-Tau tenia exposicion y evacuacion similares en ratones
C57BL6 del tipo salvaje como un anticuerpo control de isotipo cuando se
analizaron las concentraciones empleando un ensayo generico, pero exposicion
inferior y evacuacion mas rapida cuando se analizaron las concentraciones
empleando un ensayo especifico. Ver la Figura 16. La evacuacion determinada
por el ensayo genérico era de 4,06 mL/dia/kg y la determinada por el ensayo
especifico era de 7,53 mL/dia/kg. Estos resultados sugieren que el anticuerpo
sufre cambios in vivo con el transcurso del tiempo que comprometen su
capacidad de reconocer su objetivo. 125B11-H3 milgG2a Anti-Tau tenia
exposicion y evacuacion similares en ratones C57BL6 del tipo salvaje como un
anticuerpo control de isotipo, sin importar cual ensayo gener0 las
concentraciones. Ver la Figura 17. La evacuacion determinada por el ensayo
geneérico es 4,96 mL/dia/kg y la determinada por el ensayo especifico es de 4,90
mL/dia/kg.

La Tabla 18 muestra los parametros farmacocinéticos para anticuerpos

anti-Tau 37D3-H9, 94B2-C1, y 125B11-H3 en ratones.
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Tabla 18: Pardmetros farmacocinéticos para anticuerpos anti—Tau

ruta de Ensayo Cmax AUCInf CLoCL/F

administracién (ng/mL) (ng/mL*dia) (mL/dia/kg)
37D3- v Genérico 185 1590 6.31
H9 IP Generico 107 1680 6.76
94B2- IP Generico 151 2460 4.06
C1l IP Especifico 141 1330 4.91
125B11- IP Genérico 127 2020 4.96
H3 IP Especifico 151 2040 4.90
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Para evaluar la farmacocinética de los anticuerpos hu37D3.v28.A4
hlgG4.S228P y hu37D3.v28.A4 higG4—-S228P.YTE in vivo, monos cynomolgus
(Macaca fascicularis) recibieron administraciones de una inyeccion de bolo IV
Gnica a una dosis de 1 mg/kg a monos conscientes. En distintos puntos
temporales hasta 49 dias posdosis, se recolectaron muestras de plasma para
determinar las concentraciones de anticuerpo anti—Tau.

Las concentraciones del anticuerpo dosificado en plasma de mono se
midieron con un ELISA genérico empleando una cubierta de anticuerpo anti IgG
humana de oveja, seguido por la adicion de muestras plasmaticas comenzando a
una dilucion de 1:100, y terminando mediante el agregado de IgG anti-humana de
cabra conjugada a peroxidasa de rabano picante para deteccion. El ensayo tenia
un rango de curvas estandares de 0,156-20 ng/mL y un limite de deteccion de
0,02 pg/mL. Los resultados por debajo de este limite de deteccion fueron
informados como menos de lo reportable (LTR).

La Figura 11 muestra los resultados del analisis farmacocinético para
hu37D3.v28.A4 higG4.S228P y hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE. En la Figura
11, cada conjunto de puntos de datos representa un animal y las lineas
representan el promedio para todos los animales en el grupo de ensayo de

anticuerpos. La Tabla 19 muestra los parametros farmacocinéticos para
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hu37D3.v28.A4 higG4.S228P y hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE en monos

cynomolgus.

Tabla 19: Parametros farmacocinéticos para hu37D3.v28.A4 higG4.5228P

y hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE en monos cynomolgus

Anticuerpo Ensayo Cmax AUCinf CL Vss
(ung/mL) | (dia*ug/mL) | (mL/dia/kg) (mL/kg)

anti-gD hlgG4 Genérico 34.6 386 2.66 55.5
hu37D3.v28.A4 | Genérico | 35.7+259 | 559+209 |1.97+0.743 | 71.9+16.0
hlgG4.S5228P Especifico | 35.4+1.37 | 419+89.9 | 247+0.581 | 60.8 +3.49
hu37D3.v28.A4 | Genérico | 34.5+5.23 | 578+435 | 1.74+0.125 | 60.5+1.87
hlgG4.S228P.YTE | Especifico | 33.5+2.72 | 520+39.0 | 1.93+0.139 | 56.5+4.90
Ejemplo 8: Caracterizacion Adicional de Epitopos de Anticuerpo

Anti—-Tau

Siguiendo una comparacion de unién de 37D3-H9 a monomero de Tau
biotinilada y péptido biotinilado (MAPT_10-24), también se evalud la unién de
37D3-H9 a péptidos biotinilados adicionales. Se recubrieron microplacas de 96
pocillos Nunc maxisorp a 4°C durante > 12 horas con Neutravidina diluida hasta 2
pg/ml en Buffer de Carbonato Sodico 50 mM, pH 9.6. Se llevaron a cabo todas las
incubaciones subsiguientes a temperatura ambiente. Después del recubrimiento,
las placas se bloquearon con Buffer de Bloqueo Superblock™ (PBS) (Thermo
Fisher Scientific) durante dos horas y luego se lavaron vigorosamente con PBS,
0,05% de Polisorbato 20. Luego los pocillos fueron expuestos a péptidos Tau
biotinilados (Tabla 20) o mondmero Tau biotinilado con etiqueta Avi a 1 pg/mi
durante una hora y se lavdO como anteriormente. Se sintetizaron los péptidos
empleando quimica Fmoc de fase solida convencional (ver, por ej., Fmoc solid
phase peptide synthesis: A practical approach; Chan, W. C., White, P. D., Eds.;
Oxford University Press: New York, 2000). Los anticuerpos 37D3-H9 migG2a y
hu37D3-H9.v5 higG1, diluidos en serie de 500 nM a 50 pM en 90% Buffer de
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Bloqueo Superblock™ (PBS), se dejaron unir a los pocillos recubiertos con Tau
biotinilada durante 90 minutos. Se lavaron los pocillos como anteriormente y se
detectd el anticuerpo unido con anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa
(Invitrogen / Life Technologies) diluido 1/1000 en Buffer de Bloqueo Superblock™
(IgG anti-Raton de Conejo o IgG anti-Humana de Cabra (H+L) respectivamente).
Después de veinte minutos se lavaron los pocillos como anteriormente y se
desarroll6 una sefial con Sustrato de 2 Componentes de Micropocillos TMB
Microwell 2—-Component Substrate (KPL). Se pararon las reacciones mediante la
adicion de Acido Fosférico 1M y se midi6 la absorbancia a 450 nm con una lectora
de placas SpectraMax M2.

Tabla 20: Secuencias de Péptidos

MAPT Secuencia de péptidos SEC
secuencia ID
NO:

MAPT(10-24) VMEDHAGTYGLGDRK 592
MAPT(2-24) AEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRK 593

AEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTM 594
MAPT(2-34) HQD

VMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDT 595
MAPT(10-44) DAGLK

Los resultados de ese experimento se muestran en la Figura 12. La Figura
12A muestra la unidon de cada uno de los anticuerpos indicados para los péptidos
indicados. Los anticuerpos 37D3-H9 y 94B2-C1 ambos mostraron fuerte union al
fragmento 10-24 en ese experimento, y el anticuerpo 94B2-C1 también mostro
una fuerte union al fragmento 1-15. Los anticuerpos 19F8-Cl1l1l y 123E9-Al
mostraron fuerte unién al fragmento 19-33, mientras que el anticuerpo 89F4-Al
mostro fuerte unidon a los fragmentos 28-42 y 37-51. Ver la Figura 12A. Los

anticuerpos 37D3-H9 migG2a y hu37D3-H9.v5 hlgG1l ambos mostraron fuerte
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union a fragmentos Tau 2-24 y 2-34 y union mas débil al fragmento 10-24. Ver
las Figuras 12B y 12C. Estos resultados sugieren que los anticuerpos 37D3—-H9
mlgG2a y hu37D3-H9.v5 hlgGl se unen a un epitopo de Tau dentro de los
aminoacidos 2—-24 de la proteina madura.

En un experimento de sustitucion con barrido con alanina, se descubrié que
las mutacione Y18A y L20A anulan la unién por el anticuerpo murino 37D3-H9 a
un fragmento de Tau (fragmento 2-21), sugiriendo que el anticuerpo contacta
estos residuos de Tau. Empleando una serie de péptido offset de 15 meros, se
descubridé que el anticuerpo murino 37D3-H9 mostré unién similar al fragmento 9-
23 que al fragmento 10-24, y también mostré union moderada a los fragmentos 7-

21, 8-22 y 11-25.

Ejemplo 9: Caracterizacion basada en células de anticuerpos
humanizados 37D3-H9

Métodos

Cultivo primario de hipocampo y microglias y cocultivo hipocampal—
microglial

Se prepararon neuronas de hipocampo primarias disociadas de ratones
embridnicos C57BL/6N tipo salvaje del dia 16-17. Se colocaron en placas células
sobre portaobjetos de camara de 8 pocillos recubiertas con PDL/laminina
(Biocoat, 354688 Corning) a 25.000 células/ pocillo. Las células se colocaron en
placas y se mantuvieron en NbActiv4 (BrainBits) y se reemplazo la mitad del
medio dos veces por semana. Se aplicaron tau recombinante y anticuerpos al
cultivo en 18 divisiones celulares.

Para el cultivo de microglia, se disociaron cortezas e hipocampos de
ratones C57BL/6N de dia 1-2 posnatal y se cultivaron en 10% FBS en DMEM en

frascos de cultivo de 225 mm? durante 10-12 dias. Se agitaron suavemente los
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frascos de cultivo para disociar la microglia y las células en 10% FBS en DMEM
se replaquearon sobre portaobjetos de camara de 8 pocillos recubiertas con
PDL/laminina a 30.000 células /pocillo para toma de imagenes o placas de 48
pocillos sin recubrir (3548, Corning) a 100.000 células/pocillo para ensayo de
citoquina. 4-5 horas después de la colocacion en placas, se cambiaron las células
a DMEM de bajo contenido de glucosa y libre de suero y se mantuvieron durante
toda la noche antes del tratamiento con tau recombinante y anticuerpos.

Se prepararon cocultivos de hipocampo — microglia colocando nuevamente
en placas microglia disociada de frascos de cultivo de 225 mm? sobre 18
neuronas primarias de hipocampo DIV en camaras de portaobjetos de 8 pocillos
(12.500 microglias y 25.000 neuronas por cada pocillo). Se trataron lo cocultivos
con tau recombinante y anticuerpos 4 horas después del plaqueo de las
microglias.

Tratamiento in vitro de tau recombinante y anticuerpos

Para 18 cultivos de hipocampo DIV o cocultivos de hipocampo- microglia,
tau oligomérica humana recombinante y anticuerpos (500 nM cada uno en una
relacion 1:1) o controles se preincubaron en medio de cultivo neuronal (medio
acondicionado de 18DIV cultivo de hipocampo: NbActiv4 fresco a 1:1) durante 1
hora a 37°C antes de ser agregados a las células. Se incubaron las células con la
mezcla de tau—anticuerpo o control en el medio durante 72 horas (cultivo de
hipocampo) o 48 horas (cocultivo de hipocampo—microglia). Se lavaron las células
con PBS tres veces antes de la fijacion.

Para el cultivo de microglias, se preincubaron tau oligomérica humana
recombinante 'y anticuerpos o0 controles a 125 nM cada uno
(inmunocitoquimica/toma de imagenes) o 250 nM cada uno (ensayo con
citoquinas) en DMEM de bajo contenido de glucosa en ausencia de suero durante

1 hora a 37°C con anterioridad a la adicion a las células. Para la
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inmunocitoquimica/ toma de imagenes, se incubaron las células con la mezcla de
tau—anticuerpo o con los controles durante 10 minutos y se lavaron tres veces con
PBS antes de la fijacion. Para el ensayo con citoquinas, se incubaron las células
con la mezcla de tau- anticuerpo o control durante 24 horas y se recolecto el
medio de cada pocillo para el ensayo con citoquinas.

Inmunocitoquimica, imagenes y cuantificacion

Se fijaron las células con 4% de paraformaldehido en PBS durante 15 min
y se permeabilizaron con 0,1% de Triton X—100 en PBS durante 10 minutos. Se
utilizé 10% suero de burro para el bloqueo y se incubaron las células con
anticuerpos primarios en PBS durante toda la noche a 4°C, seguido por
incubacion con anticuerpos secundarios etiquetados con fluoréforo Alexa contra
especies apropiadas desarrolladas en burro (Invitrogen). Los anticuerpos
primarios empleados eran anti-tau (DAKO), anti tau humana de conejo
desarrollados contra la regidon N terminal de tau humana que abarca a los
aminoacidos 11-24, anti-MAP2 (ab5392, Abcam), y anti—lba—1 (ab5076, Abcam).
Los portaobjetos se montaron con Prolong Gold DAPI (P36935, Invitrogen) y
cubreobjetos no.1.

Se realiz6é una toma de imagenes fluorescentes confocal con un LSM780
(Carl Zeiss, Inc.) empleando el programa informatico Zen 2010 (Carl Zeiss, Inc.).
Para la toma de imagenes de cultivos de hipocampo y cocultivos hipocampales—
microgliales, se recolectaron 5 pilas de imagenes z en intervalos de 0,98 um
empleando objetivos Plan Apochromat 20x/0.8 M27. Para el ensayo de
fragmentacion de MAP2, se cre0 una proyeccion z de intensidad maxima para
una pila de imagenes y se analiz6 empleando Metamorph (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). Se utilizaron un filtro mediano y deconvolucion del vecino mas
proximo para la reduccion del ruido. Se analizaron las longitudes de cuerpos

celulares y neuritas empleando el modulo de crecimiento neuritico seguido por el
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procesamiento morfolégico. Se normalizaron los fragmentos con menos de 15
pixeles (6,225 um) a la longitud total de la sefial para obtener una medida de la
fragmentacion de MAP2.

Se tomaron imagenes de las microglias con el objetivo o—Plan Apochromat
100x/1.46 M27. Se realizo la cuantificacion de la captacion de tau recombinante
en las células con la Imagen J (1.43u, 64-bit, National Institute of Health). Se
dibujaron manualmente ROIs del area celular empleando la sefial Iba—1 como
referencia. Se midieron el area y la intensidad integrada de la inmunorreactividad
de tau de ROI para obtener la inmunorreactividad de tau normalizada al area. Se

llevaron a cabo todos los andlisis sin conocer las condiciones experimentales.

Resultados

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 13. Como se
muestra en la Figura 13A, los anticuerpos con funcion efectora completa no
protegian contra la toxicidad de Tau en los cocultivos de neuronas- microglias. La
Figura 13B muestra imagenes de cocultivos de neuronas- microglias contactados
con Tau oligomérica y anticuerpos (paneles inferiores). Los anticuerpos 37D3-H9
hlgG4 y hu37D3-H9 hlgG1l (N297G), los cuales carecen de funcion efectora, eran

protectores contra la toxicidad de Tau, mientras que 37D3-H9 hlgG1 no lo era.

Ejemplo 10: Reduccién dependiente de la dosis de la patologia de Tau
en ratones Tau Tg a los cuales se les administra 37D3-H9 IgG2a o 37D3-H9
IgG2a DANG

Se mantuvieron ratones transgénicos que expresan Tau humana P301L
bajo el promotor Thyl (Tau P301L-Tg) sobre un background de C57BL/6N

(Charles River). Se asignaron ratones compafieros de jaula Tau P301L-Tg y tipo
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salvaje a grupos de tratamiento y recibieron dosis una vez a la semana por via
intraperitoneal (i.p.) con IgG2a—control (anti-gp120) a 30 mg/kg, anti—tau 37D3-H9
WT IgG2a a 3, 10 o 30 mg/kg, anti—-tau 37D3-H9 DANG IgG2a a 3, 10 o 30 mg/kg.
DANG se refiere a mutaciones D265A/N297G en 1gG2a, las cuales anular la
funcién efectora. Se prepararon todas las soluciones de dosificacion de anticuerpo
en histidina 10 mM pH 5.8, 6% sacarosa, 0.02% Tween 20 en una concentracion
de 10 mg/ml. El tratamiento comenz6 a 13 semanas de edad. Los grupos de
ratones en el estudio in vivo eran machos y agrupados en 3 cohortes. Por
afadidura, se recolectaron 3 ratones TauP301L-Tg a la edad de 3 meses sin
pasar por ningun tratamiento a fin de determinar el nivel de referencia de la
patologia en el momento del inicio del tratamiento.

Para recolectar tejido, los ratones fueron anestesiados con 2,5% de
tribromoetanol (0,5ml per 25g de peso corporal) y fueron sometidos a perfusion
transcardiaca con PBS. Se recogieron los cerebros y se bisecaron. Los
hemisferios derechos se fijaron en paraformaldehido al 4% durante toda la noche
a 4°C luego se transfirieron a solucion salina tamponada con fosfato con
anterioridad al procesamiento para inmunohistoquimica. Los hemisferios
izquierdos fueron sub-disecados sobre hielo luego se congelaron a —80°C para el
analisis bioquimico. Se tomaron muestras de la cola de todos los ratones para
confirmar los genotipos.

Mitades de cerebros verticalmente diseccionados se incrustaron en forma
multiple en una matriz de gelatina empleando blogues MultiBrain® (NeuroScience
Associates, Knoxville, TN) y se seccionaron coronalmente a 25 um de espesor.
Dentro de cada bloque, la posicion del cerebro se aleatorizé con relacion al
genotipo y al tratamiento. Secciones de flotacion libre de mitades de cerebro de
ratones individuales o de bloques MultiBrain® se colorearon segun lo descrito

previamente (Le Pichon et al., 2013, PLoS One, 8(4): €62342), pero con lavados
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en PBS en lugar de solucion salina tamponada con Tris e incubaciones de
anticuerpos primarios a 4°C en lugar de temperatura ambiente. El anticuerpo
primario era anti-pTau212/214 de conejo (generado internamente; 0,01 pg/ml).
Para evitar una elevada coloracion del background, en el caso de los anticuerpos
primarios de ratdn que eran especificos del subtipo, nosotros empleamos el
correspondiente anticuerpo secundario especifico del subtipo (por ejemplo, 1gG3
anti-raton biotinilada, Bethyl A90-111B).

Se tomaron imagenes de los portaobjetos inmunohistoquimicamente
coloreados empleando el sistema de barrido de portaobjetos enteros Leica
SCN400 (Leica Microsystems; Buffalo Grove, IL) a una amplificacion de 200x con
una resolucion de 0,5 um/pixeles. Se dibujaron manualmente las regiones de
interés (ROIs, por sus siglas en inglés) en 4 niveles de hipocampo coincidentes
por cada animal, y se cuantificé la cantidad de coloracion en estas ROIs en forma
automatizada empleando los dos puntos de referencia descritos a
continuacion. Todos los analisis de las imagenes se realizaron sin conocer cuales
eran los grupos de tratamiento y de genotipo (ciego). Para el analisis positivo del
area de pixeles para la cuantificacion de manchas IHC, se analizaron las
imagenes digitales de las secciones de cerebro marcadas con anticuerpo segun lo
descrito anteriormente (Le Pichon et al., 2013). Se calcul6 el porcentaje de area
coloreada normalizando los pixeles positivos totales al area total de pixeles de la
ROI. Se calcul6 la intensidad integrada empleando la ley de Beer—Lambert,
absorbancia = —log(intensidad luminosa transmitida / intensidad Iluminosa
incidente), para las areas de pixeles positivos solamente.

Los resultados de ese experimento se muestran en la Figura 14. La
administracion de 1gG2a tipo salvaje (WT) 37D3-H9 anti-tau o lgG2a DANG
37D3-H9 anti—tau dio como resultado una reduccion dependiente de la dosis de

pTau212/214 en el hipocampo.
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Ejemplo 11: variantes kappa 1 de 37D3-H9 humanizados

Variantes de anticuerpos humanizados basados en hu37D3-H9.v1, que
tiene una cadena ligera kappa 1, se prepararon y se analizaron para
determinar la estabilidad de N28. En la Figura 18 se muestra un alineamiento
de la region variable de cadena ligera de las tres variantes analizadas con
hu37D3-H9.v1. Las tres variantes difieren entre si en la regién variable de
cadena ligera: hu37D3.v39 contiene la mutacion F33L, hu37D3.v40 contiene la
mutacion G29T y hu37D3.v41 contiene la mutacion N30Q.

Se estresaron térmicamente las muestras de anticuerpos, de la
siguiente manera. Se intercambié el buffer de las muestras a acetato de
histidina 20mM, sacarosa 240mM, pH 5.5 y se diluy6é hasta una concentracion
de 1 mg/ml. Se estresé un ml de muestra a 40°C durante 2 semanas y se
almaceno una segunda a -70°C como un control. Luego, ambas muestras se
digirieron utilizando tripsina para crear péptidos que pudieron ser analizados
empleando analisis de cromatografia liquida (LC) — espectrometria de masas
(MS). Para cada péptido en el tiempo de retencion de la muestra, de la LC asi
como también de la informacion de la fragmentacién idnica de péptidos y masa
exacta a alta resolucion (informaciéon de secuencia de aminoacidos) se
adquirieron en la MS. Se tomaron cromatogramas de iones extraidos (XIC)
para los péptidos de interés (iones de péptidos nativos y modificados) a partir
de los conjuntos de datos en una ventana de 10 ppm y se integraron los
picos para determinar el area. Se calcularon los porcentajes relativos para
cada muestra tomando el (area del péptido modificado) dividida por el (area
del péptido modificado mas el area del péptido nativo) multiplicado por 100.
Luego, se compararon estos porcentajes relativos entre el control (t=0) y las

muestras estresadas (t=2semanas). Los porcentajes mostrados representan el
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valor de control (t=0) sustraido del valor estresado (t=2semanas). En la Tabla
21 se muestran los resultados. Los resultados demuestran que la mutacion
F33L es eficaz para reducir la desamidacion en una cadena ligera humanizada
kappa 1.

Tabla 21 — Estabilidad de las variantes de hu37D3-H9.v1 en ensayos de

estrés para desamidacion.

Anticuerpo

Incremento en la desamidacion de
cadena ligera N?2G2°N30

hu37D3.v39 hlgG4.5228P.YTE | N*®: Sin incremento significativo

N28: 2.7 %

detectado

hu37D3.v40 hlgG4.S228P.YTE

N28:12.1 %
N30: 3.9 %

hu37D3.v41 hlgG4.S228P.YTE | N®: Residuo reemplazado con

N28: 6.0 %

glutamina

Se midio la afinidad de las variantes de anticuerpos humanizados a
25°C empleando un instrumento Biacore T200, el kit de captura de Fab
humano GE Biacore, y un chip CM5 Serie S. Se diluyeron los anticuerpos
hasta 1 pg/ml en HBSP (10mM HEPES pH7.4, 150mM NacCl, 0.05% Tween
20) y se capturaron a una velocidad de flujo de 10 upl/min durante 180
segundos. Se recolectaron los datos cinéticos para el monomero de Tau
humano inyectado a 1.2, 3.7, 11, 33 y 100 nM en HBSP empleando la
metodologia de Cinética de Ciclo Unico (Single Cycle Kinetics methodology) y
una velocidad de flujo de 30 ul/min. Se inyecté cada concentracion de
monomero de Tau durante un periodo de 3 minutos y se monitored la
disociacion durante diez minutos. Entre ciclos, se regener6 la superficie con
dos inyecciones de un minuto consecutivas de glicina 10 mM pH2.1. Se ajusto

la informacion a un modelo de unién 1.1 empleando el programa informatico
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BIAEvaluation. Se analizé cada anticuerpo dos veces dentro del experimento;
los datos en la Tabla 22 se muestran como media * rango.

Tabla 22: Afinidades de variantes de hu37D3-H9.v1 para Tau monomérica

Ko (NM) Kon (1/MS) Kotr (1/5)
hu37D3.v1 higG1 23+03 6+0.5 x10° 1£0.1 x10°
hu37D3.v1 higG4 23+03 6+0.2 x10° 1+0.1 x10°
hu37D3.v39 higG4.YTE 1902 6+0.6 x10° 1% 0.02 x10°2
hu37D3.v40 higG4.YTE 44+05 8+0.9 x10° 3+0.02 x10°
hu37D3.v41 higG4.YTE 54+03 9+1.2 x10° 5+0.3 x10°

Ejemplo 12: Farmacocinética y farmacodindmica de hu37D3.v28.A4
hlgG4-S228P y hu37D3.v28.A4 higG4-S228P.YTE en monos cynomolgus

Para evaluar la farmacocinética y la farmacodinamica de los anticuerpos
hu37D3.v28.A4 higG4.S228P y hu37D3.v28.A4 higG4-S228P.YTE in vivo, se
administraron a cinco monos cynomolgus conscientes (Macaca fascicularis)
por grupo una unica inyeccion por bolo IV a una dosis de 50 mg/kg en la
primera fase. Se utilizd hlgG4 anti-gD como un control, también a una dosis
de 50 mg/kg. En diversos puntos temporales hasta 35 dias pos dosis, se
recolectaron muestras de plasma y CSF para determinar las concentraciones
de anticuerpos anti-Tau. Después de la recoleccion final de las muestras, se
dejé que los animales se recuperaran durante 63-64 dias antes del inicio de la
segunda fase. En la segunda fase, los 15 animales de la primera fase, mas 3
animales adicionales, fueron divididos en dos grupos; el primer grupo (n=9)
recibid el anticuerpo hu37D3.v28.A4 hlgG4.S228P y el segundo grupo (n=9)
recibié el anticuerpo hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE, ambos a 50 mg/kg.
Se recolectaron cerebros de 4 0 5 animales por grupo a los 2 dias y 10 dias

posdosis.
Se midieron anticuerpos anti IgG4 humana en plasma, CSF vy

homogenado cerebral de monos cynomolgus (descrito mas adelante) con un
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ELISA utilizando una cubierta de anticuerpo adsorbida de mono anti-lgG
humana de oveja, seguido por la adicion de muestras plasmaticas
comenzando a una dilucion de 1:100, las muestras de CSF comenzando a una
dilucion de 1:20, o las muestras de homogenado cerebral comenzando a una
dilucion de 1:10, y se termindé mediante el agregado de un anticuerpo anti IgG
humana de cabra conjugado a peroxidasa de rdbano picante de mono
adsorbido para deteccion. Se desarroll6 el color empleando 3,3'5,5-
tetrametilbenzidina y se neutraliz6 empleando acido fosférico 1M. Se leyeron
las muestras a 450/620 nm. El ensayo tiene un rango de curva estandar de
0,156-20 ng/mL y un limite de deteccion de 0,02 ug/mL para plasma, 0.003
pg/mL para CSF, y 0.002 ug/mL para el homogenado cerebral. Los resultados
por debajo de esta concentracion se reportaron como menos de lo reportable
(LTR, por sus siglas en inglés).

Los resultados del analisis farmacocinético se muestran en la Figura
19A (plasma) y 19B (CSF), y en las Tablas 23 y 24. Los animales que se
sospechaba que eran anticuerpo antiterapéutico positivos (ATA+) fueron
excluidos del analisis. Estos datos muestran que introduciendo las mutaciones
YTE en la region Fc de hu37D3.v28.A4 hlgG4.S228P desacelerd las
velocidades de eliminacion periférica y del CSF del anticuerpo en
aproximadamente dos veces.

Tabla 23: Eliminacién plasmatica media (+ SD) y estimaciones de Cmax

luego de Unica dosis de bolo IV

Anticuerpo Eliminacion de Plasma | Cmax (Mg/mL)
(mL/dia/kg)

anti-gD hlgG4 1.67 £ 0.415 1950 £ 174

hu37D3.v28.A4 higG4.S228P 2.09 + 0.229 1970 + 144

hu37D3.v28.A4 higG4-S228P.YTE | 1.12 + 0.233 1850 + 156
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Tabla 24: Estimaciones de Cmax medias (x SD) en CSF luego de Unica

dosis de bolo IV

Anticuerpo Cmax (pg/mL)
anti-gD hlgG4 1.39£0.751
hu37D3.v28.A4 hlgG4.S228P 0.910 +

0.552
hu37D3.v28.A4 higG4- | +1.93
S228P.YTE

Se determiné la concentracién en el cerebro de los anticuerpos a los 2 y
10 dias pos-inyeccién de la siguiente manera. Se pesé el tejido cerebral y
luego se homogenizdé en 1% de NP-40 en solucién salina tamponada con
fosfato que contenia tabletas de cActel de proteasa libre de EDTA, Mini. Luego
se rotaron las muestras homogenizadas cerebrales a 4°C durante 1 hora antes
de la centrifugacion a 14.000 rpm durante 20 minutos. Se aislo el
sobrenadante para la medicion del anticuerpo en cerebro mediante ELISA,
segun lo descrito anteriormente. En las Figuras 21 A-D se muestran los
resultados de ese experimento. La concentracion de anticuerpo
hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE en el cerebro, y la relacion de
concentracion en cerebro: plasma para el anticuerpo hu37D3.v28.A4 hlgG4-
S228P.YTE tenian una tendencia a ser mas altas que las del anticuerpo
hu37D3.v28.A4 higG4.5228P.

También se determind la respuesta farmacodinamica en plasma. Se
determind la concentracién de Tau total en plasma K:EDTA empleando un
inmunoensayo de electroquimiluminiscencia (ECL, por sus siglas en inglés)
(Roche Professional Diagnostics (RPD), Penzberg, Alemania). Se valida el
inmunoensayo Elecsys® para la cuantificacion de Tau total en CSF humano, y
debido a la similitud entre Tau de mono cynomolgus y humana, se considero
aceptable para la medicion de Tau de mono cynomolgus en CSF y en plasma.

El ensayo captura y detecta los aminoacidos 159-224 de Tau humana y de
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mono cynomolgus, una region presente en todas las isoformas conocidas,
independientemente del estado de fosforilacion. El limite de deteccidbn mas
bajo (LDL, por sus siglas en inglés) del ensayo es de 1,01 pg/mL. El ensayo
es tolerante a 15,0 mg/mL de hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE.

Los resultados del andlisis farmacodinamico se muestran en la Figura
20. Habia 3 animales por grupo después de la exclusion de los animales que
se sospechaba que eran ATA+, y de otro animal que carecia de valores de
referencia. Sorprendentemente, dentro del primer dia de dosificacion, los
niveles de Tau en plasma subieron a un grado mayor en los animales tratados
con la variante YTE en comparacion con la variante no YTE. Adicionalmente,
ese resultado no es pronosticado a partir de la respuesta farmacocinética
(Figura 20), ya que la PK es similar entre las variantes en los puntos
temporales tempranos. Se mantiene una respuesta mas fuerte en los animales

tratados con la variante YTE para toda la duracion del muestreo.

Ejemplo 13: Farmacocinética y farmacodinamica de hu37D3.v28.A4

hlgG4-S228P.YTE en cerebro de mono cynomolgus

Para evaluar la farmacocinética del anticuerpo en el cerebro, doce
monos cynomolgus conscientes (Macaca fascicularis) por grupo recibieron una
sola inyeccion 1V en bolo de hu37D3.v28.A4 higG4-S228P.YTE a una dosis de
50 mg/kg. Se utilizé higG4 Anti-gD como un control, también a una dosis de 50
mg/kg. En diversos puntos temporales hasta 42 dias luego de la dosis, se
extrajeron muestras de plasma para determinar las concentraciones de
anticuerpo anti-Tau. Adicionalmente, en diversos puntos temporales hasta 42
dias, se sacrificaron 2 monos y se determinaron las concentraciones en

cerebro y en CSF de anticuerpo.
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Se determinaron las concentraciones del anticuerpo sustancialmente
segun lo descrito en el Ejemplo 12.
La Figura 22A-B muestra la concentracion de anticuerpo en cerebro de
mono cynomolgus en diversos puntos temporales luego de la dosis, graficado
5 en escala logaritmica (A) y lineal (B). La Tabla 25 muestra los parametros de
las concentraciones cerebrales.
Tabla 25: Estimaciones de los parametros PK en cerebro medias (= SD)

luego de una sola dosis en bolo IV

Cmax AUCall
Grupo

(Mg/ml) (dia*ug/ml)
hlgG4 anti-gD 0.175+0.02 |4.26%0.35

hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE |0.12.+0.03 3.88+0.89

10 El anticuerpo hu37D3.v28.A4 higG4-S228P.YTE mostré un aumento de la
concentracion en cerebro en el punto temporal terminal, en comparacion con anti-
gD.

Se determin6 también la concentracion de los anticuerpos en diversas
regiones del cerebro, incluyendo el hipocampo, cerebelo y la corteza frontal.

15 La Figura 23A-C y las Tablas 26 a 28 muestran los resultados de ese analisis.

Tabla 26: Estimaciones medias de los parametros PK en el hipocampo

luego de una sola dosis en bolo IV

Cmax AUCall
Grupo
(ug/ml) (dia*ug/ml)
anti-gD hlgG4 0.159 3.95
hu37D3.v28.A4 hlgG4-
0.087 2.87
S228P.YTE
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Tabla 27: Estimaciones medias de los parametros PK en el cerebelo luego

de una sola dosis en bolo 1V

Cmax AUCall
Grupo

(Mg/ml) (dia*ug/ml)
anti-gD hlgG4 0.196 4.30
hu37D3.v28.A4 higG4-

0.139 4.56
S228P.YTE

Tabla 28: Estimaciones medias de los parametros PK en la corteza frontal

luego de una sola dosis en bolo IV

Cmax AUCall
Grupo

(Mg/ml) (dia*ug/ml)
anti-gD hlgG4 0.17 4.65
hu37D3.v28.A4 higG4-

0.138 4.22
S228P.YTE

Los resultados de ese experimento muestran la exposicion de diversas
regiones del cerebro al anticuerpo hu37D3.v28.A4 higG4-S228P.YTE luego de
una sola inyeccién IV. Las exposiciones totales en cerebro eran comparables a
través de los dos grupos, sin embargo, eran similares a las observaciones en
el plasma, hubo un aumento aproximado del doble en las concentraciones de
anticuerpo en el cerebro en el punto temporal terminal en animales dosificados
con anticuerpo hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE, en comparaciéon con anti-
gD. Ver la Figura 23. Estos resultados sugieren el mantenimiento de
concentraciones superiores minimas (terminal) en cerebro luego de la

dosificacion con el anticuerpo YTE.
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También se determind la concentracion de los anticuerpos en CSF y en

plasma con el transcurso del tiempo. Las Figuras 23D (CSF) y 23E (plasma) y

las Tablas 29 y 30 muestran los resultados de ese analisis.

Tabla 29: Estimaciones medias de los parametros PK en CSF luego de una

5 sola dosis en bolo IV

Cmax AUCall
Grupo

(ug/ml) (dia*pg/ml)
anti-gD hlgG4 1.270 18.400
hu37D3.v28.A4 hilgG4-S228P.YTE 3.980 21.100

Tabla 30: Estimaciones medias de los parametros PK en plasma luego de

una sola dosis en bolo IV

Terminal
Cmax Tmax |AUCall ]
Grupo ) ] (Dia 43)
(ug/ml) Dia (dia*pg/ml)
pug/mL
anti-gD higG4 0.175+0.02 |2 4.26+0.35 36.3t14.1
hu37D3.v28.A4 higG4-
S228P.YTE 0.12.+0.03 |3 3.88+0.89 89.4+42.3
10 Nuevamente, de manera similar a la farmacocinética en plasma y

cerebro, hubo un aumento de aproximadamente el doble en la concentracion

de anticuerpo en CSF y en plasma en el punto temporal terminal en animales

dosificados con anticuerpo hu37D3.v28.A4 higG4-S228P.YTE, en comparacion

con anti-gD. Ver la Figura 23.

15 Utilizando las muestras de plasma extraidas de los monos cynomolgus,

se evaluaron las farmacodinamicas en plasma de anticuerpo hu37D3.v28.A4

hlgG4-S228P.YTE y anticuerpo control luego de una unica dosis IV de 50
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mg/kg. Se cuantifico Tau en plasma empleando el inmunoensayo Elecsys®
descrito en el Ejemplo 12.

Los resultados del andlisis farmacodinamico se muestran en la Figura
24A-. La Figura 24A muestra la concentracion media de Tau en plasma total,
normalizada al punto de referencia. La Figura 24B muestra la concentracion
total de Tau en plasma en monos individuales en el estudio, normalizada al
punto de referencia. De manera similar a los resultados observados en el
Ejemplo 12, la administracion de anticuerpo hu37D3.v28.A4 hlgG4-
S228P.YTE dio como resultado un aumento significativo en los niveles de Tau
en plasma. Si bien no se desea estar limitados por teoria particular alguna,
estos datos sugieren que hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE se une a Tau en
el cerebro, y por consiguiente Tau es eliminada del cerebro hacia la periferia.
Estos resultados son consistentes con el compromiso objetivo en el cerebro
por hu37D3.v28.A4 hlgG4-S228P.YTE.

Si bien la invencién que antecede ha sido descrita con ciertos detalles a
modo de ilustracion y ejemplo con el objetivo de comprenderla mejor, las
descripciones y ejemplos no deberian interpretarse como una limitacion al alcance
de la invencidn. Las descripciones de toda patente y literatura cientifica
mencionadas en esta invencion se incorporan expresamente en su totalidad a

modo de referencia.



Tabla de Secuencias

210

SEC Descripcion Secuencia

ID

NO

2 Epitopo de Tau AEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRK
Humana

4 Epitopo de Tau de AEPRQEFDVMEDHAGTYGLGDRK
mono
Cynomolgus

10 region variable de EVQLVESGGD LAKPGGSLKL SCTASGLIFR
cadena pesada SYGMSWVRQT PDKRLEWVAT INSGGTYTYY
(VH) de 37D3- PDSVKGRFTI SRDNAKNTLY LQMSSLKSED
H9 TAMYYCANSY SGAMDYWGQG TSVTVSS

11 region variable de DDLLTQTPLS LPVSLGDPAS ISCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYFEW YLQKPGQSPK LLIYKVSNRF
(VL) de 37D3-H9 SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV

YYCFQGSLVP WTFGGGTKLE 1K

12 37D3-H9 HVR- SYGMS
H1

13 37D3-H9 HVR- TINSGGTYTYYPDSVKG
H2

14 37D3-H9 HVR- SYSGAMDY
H3

15 37D3-H9 HVR- RSSQSIVHSNGNTYFE
L1

16 37D3-H9 HVR- KVSNRFS
L2

17 37D3-H9 HVR- FQGSLVPWT
L3

20 region variable de EVQLVESGGD LAKPGGSLKL SCTASGLIFR
cadena pesada SYGMSWVRQT PDKRLEWVAT INSGGTYTYY
(VH) de 37D3- PDSVKGRFTI SRDNAKNTLY LQMSSLKSED
Hob TAMYYCANSY SGAMDYWGQG TSVTVSS

21 region variable de EDLLTQTPLS LPVSLGDPAS ISCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYFEW YLQKPGQSPK LLIYKVSNRF
(VL) de 37D3- SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
Hob YYCFQGSLVP WTFGGGTKLE 1K

22 37D3-H9b HVR- SYGMS
H1

23 37D3-H9% HVR- TINSGGTYTYYPDSVKG

H2
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24 37D3-H9b HVR- SYSGAMDY
H3

25 37D3-H9b HVR- RSSQSIVHSNGNTYFE
L1

26 37D3-H9b HVR- KVSNRFS
L2

27 37D3-H9b HVR- FQGSLVPWT
L3

30 region variable de EVQLVESGGD LVKPGGSLKL SCAASGFTFR
cadena pesada SYGMSWVRQT PDKRLEWVAT 1SGGGSYTYY
(VH) de 11E10- PDSVKGRFTI SRDNAKNTLY LQMSSLKSED
B3 TAMYYCAVSY DGAMDYWGQG TSVTVSS

31 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LLIYKVSNRF
(VL) de 11E10— SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGL
B3 YYCFQGSHVP WTFGGGTKLE 1K

32 11E10-B8 HVR- SYGMS
H1

33 11E10-B8 HVR- TISGGGSYTYYPDSVKG
H2

34 11E10-B8 HVR- SYDGAMDY
H3

35 11E10-B8 HVR- RSSQSIVHSNGNTYLE
L1

36 11E10-B8 HVR- KVSNRFS
L2

37 11E10-B8 HVR- FQGSHVPWT
L3

40 region variable de EVQLVESGGD LVKPGGSLKV SCVASGFTFR
cadena pesada SYGMSWVRQT PDKRLDWVAT ISSGGNYTYY
(VH) de 54C1- PDSVKGRFTI SRDNAKNTLY LQMSSLKSED
H11y 61E7—C4 TAMYYCASSY SGAMDYWGQG TSVTVSS

41 region variable de DTVMTQSPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSIV
cadena libera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LLIYTVSNRF
(VL) de 54C1— SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
H11y 61E7-C4 YYCFQGSHVP WTFGGGTKLE 1K

42 54C1-H1ly SYGMS
61E7-C4 HVR-
H1

43 54C1-H1ly TISSGGNYTYYPDSVKG

61E7-C4 HVR-
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H2
44 54C1-H1ly SYSGAMDY
61E7-C4 HVR-
H3
45 54C1-H1ly RSSQSIVHSNGNTYLE
61E7-C4 HVR-
L1
46 54C1-H1ly TVSNRFS
61E7-C4 HVR-
L2
47 54C1-H1ly FQGSHVPWT
61E7-C4 HVR-
L3
50 region variable de EVQLVESGGD LVKPGGSLKL SCAASGFTFS
cadena pesada SYGMSWVRQT PDKRLEWVAT ISSGGTYTYY
(VH) de 3A4-H4 PDSVKGRFTI SRDNAKNTLY LQMSSLKSED
TAMYFCATSY DGAMDYWGQG TSVTVSS
51 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQNIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LLIYKVSNRF
(VL) de 3A4-H4 SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
YYCFQGTLVP WTFGGGTKLE 1K
52 3A4-H4 HVR- SYGMS
H1
53 3A4-H4 HVR- TISSGGTYTYYPDSVKG
H2
54 3A4-H4 HVR- SYDGAMDY
H3
55 3A4-H4 HVR-L1 RSSQNIVHSNGNTYLE
56 3A4-H4 HVR-L2 |  KVSNRFS
57 3A4-H4 HVR-L3 |  FQGTLVPWT
60 region variable de EVQLVESGGD LVKPGGSLKL SCAASGFTFS
cadena pesada SYGMSWVRQT PDKRLEWVAT ISSGGTYTYY
(VH) de 19H6-F7 PDSVKGRFTI SRDNAKNTLY LQMSSLKSED
TAMYYCAPSY DGAMDYWGQG TSVTVSS
61 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LLIYKVSNRF
(VL) de 19H6-F7 SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
YYCFQGSLVP WTFGGGTKLE 1K
62 19H6-F7 HVR- SYGMS
H1
63 19H6-F7 HVR- TISSGGTYTYYPDSVKG

H2
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64 19H6-F7 HVR- SYDGAMDY
H3

65 19H6-F7 HVR- RSSQSIVHSNGNTYLE
L1

66 19H6-F7 HVR- KVSNRFS
L2

67 19H6-F7 HVR- FQGSLVPWT
L3

70 region variable de EVQLQQSGPE LVKPGASMKI SCKASGYSLT
cadena pesada GYTMNWVKQS HGKNLEWIGL ISPYNGVTSY
(VH) de 94B2-C1 NQKFKGKATL TVDKSSNTAY MELLSLTFED

SAVYYCARQG AYWGQGTLVT VSA

71 region variable de DVVMTQTPLT LSVTIGQPAS 1SCKSSQSLL
cadena ligera DSDGKTYLNW LLQRPGQSPK RLIYLVSKLD
(VL) de 94B2-C1 SGVPDRFTGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV

YYCWQGTHFP WTFGGGTKLE 1K

72 94B2-C1 HVR- GYTMN
H1

73 94B2-C1 HVR- L ISPYNGVTSYNQKFKG
H2

74 94B2-C1 HVR- QGAY
H3

75 94B2-C1 HVR- KSSQSLLDSDGKTYLN
L1

76 94B2-C1 HVR- LVSKLDS
L2

77 94B2-C1 HVR- WQGTHFPWT
L3

80 region variable de EVKLEESGGG LVQPGGSMKL SCVASRFIFS
cadena pesada NYWMNWVRQS PEKGLEWVAQ IRLKSDNYAT
(VH) de 125B11— HYAESVKGRF TISRDDSKSS VYLQMNNLRA
H3 EDTGIYYCTG GTTYWGQGTT LTVSS

81 region variable de DIVMTQSQKF LSTSVGDRVN ITCKASQNVG
cadena ligera TAVAWYQQKP GQSPGLLIYS ASIRYTGVPD
(VL) de 125811 RFTGNGSGTD FTLTISDMQS EDLADYFCQQ
H3 FRTYPYTFGG GTKLEIK

82 125B11-H3 NYWMN
HVR-H1

83 125B11-H3 QIRLKSDNYA THYAESVKG
HVR-H2

84 125B11-H3 GTTY
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HVR-H3

85 125B11-H3 KASQNVGTAVA
HVR-L1

86 125B11-H3 SASIRYT
HVR-L2

87 125B11-H3 QQFRTYPYT
HVR-L3

90 region variable de EVKLEESGGG LVQPGGSMRL SCVASEFTFS
cadena pesada NYWMNWIRQS PEKGLEWVAQ IRLKSDNYAT
(VH) de 113F5— HYAESVKGRF TISRDASNFS VYLQMNNLRA
7 EDTGIYYCTG GTSYWGQGTT LTVSS

91 region variable de DIVMTQSQKI MSTSVGDRVS ITCKASQNVG
cadena ligera TAVAWYQQRP GHSPKLLIYS ASRRFSGVPD
(VL) de 113F5— RFTGSGSGTD FTLTIINVQS EDLADYFCQQ
7 FSTYPYTFGV GTKLEIK

92 113F5-F7 HVR- NYWMN
H1

93 113F5-F7 HVR- QIRLKSDNYATHYAESVKG
H2

94 113F5-F7 HVR- GTSY
H3

95 113F5-F7 HVR- KASQNVGTAVA
L1

96 113F5-F7 HVR- SASRRFS
L2

97 113F5-F7 HVR- QQFSTYPYT
L3

100 region variable de EVHLQQSGAE LVRSGASVKL SCTASGFNIK
cadena pesada DYYMYWVKQR PEQGLEWIGW IDPENGDTEY
(VH) de 26C1— FPKFQGKATM TADTSSKTAY LQLSSLTSED
B11 TAVYYCNAWR ARATNSALDY WGQGTSVTVS S

101 region variable de DVVMTQTPLT LSVTIGQPAS 1SCKSSQSLL
cadena ligera DSDGKTYLNW LLRRPGQSPK RLIYLVSKLD
(VL) de 26C1— SGVPDRFTGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
B11 YYCWQGTHFP WTFGGGTKLE 1K

102 26C1-B11 HVR- DYYMY
H1

103 26C1-B11 HVR- WIDPENGDTE YFPKFQG
H2

104 26C1-B11 HVR- WRARATNSAL DY
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H3
105 26C1-B11 HVR- KSSQSLLDSD GKTYLN
L1
106 26C1-B11 HVR- LVSKLDS
L2
107 26C1-B11 HVR- WQGTHFPWT
L3
110 region variable de EVHLQQSGAE LVRSGASVKL SCTASGFNIK
cadena pesada DYYMYWVKQR PEQGLEWIGW IDPENGDTEY
(VH) de 26C1-C8 FPKFQGKATM TADTSSKTAY LQLSSLTSED
TAVYYCNAWR ARATNSALDY WGQGTSVTVS
111 region variable de DVVMTQTPLT LSVTIGQPAS ISCKSSQSLL
cadena ligera DSDGKTYLNW LLRRPGQSPK RLIYLVSKLD
(VL) de 26C1-C8 SGVPDRFTGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
YYCWQGTHFP WTFGGGTKLE 1K
112 26C1-C8 HVR- DYYMY
H1
113 26C1-C8 HVR- WIDPENGDTE YFPKFQG
H2
114 26C1-C8 HVR- WRARATNSAL DY
H3
115 26C1-C8 HVR- KSSQSLLDSD GKTYLN
L1
116 26C1-C8 HVR- LVSKLDS
L2
117 26C1-C8 HVR- WQGTHFPWT
L3
120 region variable de QVQLQQSGAE LVRPGASVTL SCKASGYTFT
cadena pesada DYEMYWVKQT PVHGLEWIGA IDPETGDTAY
(VH) de 30G1-B2 NQKFKGKATL TADKSSNTAY MELRSLTSED
SAVYYCIRQY GNWFPYWGQG TLVTVSA
121 region variable de DVVMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSLV
cadena ligera HANGNTYLHW FLQKPGLSPK LL1IYKVSNRF
(VL) de 30G1-B2 SGVPDRFSGG GSGTDFTLKI TRLEAEDLGV
YFCSQSTHVP FTFGSGTKLE K
122 30G1-B2 HVR- DYEMY
H1
123 30G1-B2 HVR- AIDPETGDTAYNQKFKG
H2
124 30G1-B2 HVR- QYGNWFPY

H3
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125 30G1-B2 HVR- RSSQSLVHANGNTYLH
L1

126 30G1-B2 HVR- KVSNRFS
L2

127 30G1-B2 HVR- SQSTHVPFT
L3

130 region variable de QVQLQQSGAE LVRPGASVTL SCKASGYTFI
cadena pesada DYEMNWVKQT PVHGLEWIGA IDPENGGTAY
(VH) de 66F5-A1 NQKFKGKAIV TADKSSSTAY MELRSLTSED

SAVYYCSGPH FDYWGQGTTL TVSS

131 region variable de DIVMTQSPSS LAMSVGQKVT MSCKSSQSLL
cadena ligera NSSTQKNYLA WYQQKPGQSP KLLVYFASTR
(VL) de 66F5-A1 ESGVPDRFIG SGSGTDFTLT ISSVQAEDLA

DYFCQQHYST PYTFGGGTKL EIK

132 66F5-A1 HVR- DYEMN
H1

133 66F5-A1 HVR- AIDPENGGTA YNQKFKG
H2

134 66F5-A1 HVR- PHFDY
H3

135 66F5-A1 HVR- KSSQSLLNSS TQKNYLA
L1

136 66F5-A1 HVR- FASTRES
L2

137 66F5-A1 HVR- QQHYSTPYT
L3

140 region variable de EVQLQQSGPE LVKPGASVKM SCKASGYTFT
cadena pesada DYYMKWVKQS HGKSLEWIGD IDPNNGGTSY
(VH) de 12369 NQKFKGKATL TVDKSSSTAY MQLNSLTSED
Al SAVYYCARSA GFGDSFSFWG LGTLVTVSA

141 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LLIYKVSNRF
(VL) de 123E9- SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGF
Al YYCFQGSHVP PTFGGGTKLE 1K

142 123E9-A1 HVR- DYYNK
H1

143 123E9-Al HVR- DIDPNNGGTSYNQKFKG
H2

144 123E9-A1 HVR- SAGFGDSFSF
H3

145 123E9-Al HVR- RSSQSIVHSNGNTYLE
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L1
146 123E9-A1 HVR- KVSNRFS
L2
147 123E9-A1 HVR- FQGSHVPPT
L3
150 region variable de EVQLQQSGPE LVKPGASVMM TCKASGYTFT
cadena pesada DYYMKWVKQS NGKSLEWIGD LDPYTGGANY
(VH) de 15C6-A7 NQKFKGKATL TVDKSSSTAY MHLNSLTSED
SAVYYCARSR GYGDSFAYWG QGTLVTVSA
151 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQNIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LL1YKVSNRF
(VL) de 15C6-A7 SGVPDKFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
YFCFQGSHVP PTFGGGTKLE 1K
152 15C6-A7 HVR- DYYMK
H1
153 15C6-A7 HVR- DLDPYTGGAN YNQKFKG
H2
154 15C6-A7 HVR- SRGYGDSFAY
H3
155 15C6-A7 HVR- RSSQNIVHSN GNTYLE
L1
156 15C6-A7 HVR- KVSNRFS
L2
157 15C6-A7 HVR- FQGSHVPPT
L3
160 region variable de EVQLQQSGPE LVKPGASVKM SCKASGYTFT
cadena pesada DYYMKWVKQS HGKSLEWIGD LNPNNGGTLY
(VH) de 19F8-B1 NQKFKGQATL TVDKSSSTAY MQFNSLTSED
SAVYYCARSA GYGDSFAYWG QGTLVTVSA
161 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQNIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LL1YKVSNRF
(VL) de 19F8-B1 SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGI
YFCFQGSHVP PTFGGGTKLE 1K
162 19F8-B1 HVR- DYYMK
H1
163 19F8-B1 HVR- DLNPNNGGTL YNQKFKG
H2
164 19F8-B1 HVR- SAGYGDSFAY
H3
165 19F8-B1 HVR- RSSQNIVHSN GNTYLE
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L1

166 19F8-B1 HVR- KVSNRFS
L2

167 19F8-B1 HVR- FQGSHVPPT
L3

170 region variable de EVQLQQSGPE LVKPGASVKM SCKASGYTFT
cadena pesada DYYMKWVKQS HGKSLEWIGD LNPKNGGI 1Y
(VH) de 24A11— NQKFKGQATL TVDKSSSTAY MQLNSLTSED
D5 SAVFYCARSG GYGDSFAYWG QGTLVTVSA

171 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQNIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LL1YKVSNRF
(VL) de 24A11- SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGI
D5 YFCFQGSHVP PTFGGGTKLE 1K

172 24A11-D5 HVR- DYYMK
H1

173 24A11-D5 HVR- DLNPKNGGI I YNQKFKG
H2

174 24A11-D5 HVR- SGGYGDSFAY
H3

175 24A11-D5 HVR- RSSQNIVHSN GNTYLE
L1

176 24A11-D5 HVR- KVSNRFS
L2

177 24A11-D5 HVR- FQGSHVPPT
L3

180 region variable de EVQLQQSGAE LVRPGASVKL SCTASGFNIK
cadena pesada DDYMHWVKQR PEQGLEWIGW IDPENGDTEY
(VH) de 126F11— ASKFQGKATI TTDTSSNTAY LQLSSLTSED
611 TAVYYCLDFA YGYWGQGTTL TVSS

181 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LL1YKVSNRF
(VL) de 126F11— SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
611 YYCFQGSHVP PAFGGGTKLE 1K

182 126F11-G11 DDYMH
HVR-H1

183 126F11-G11 WIDPENGDTE YASKFQG
HVR-H2

184 126F11-G11 FAYGY
HVR-H3

185 126F11-G11 RSSQSIVHSN GNTYLE
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HVR-L1
186 126F11-G11 KVSNRFS
HVR-L2
187 126F11-G11 FQGSHVPPA
HVR-L3
190 region variable de EVQLVESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTFN
cadena pesada TYAMNWVRQA PGKGLEWVAR IRSKSNNYAA
(VH) de 89F4-A1 YFADSVKDRF TISRDDSQTM LYLQMNNLKS
EDTAMYYCVS GGNYVPFAYW GQGTLVTVSA
191 region variable de NIMMTQSPSS LAVSAGEKVT MSCKSSQSVF
cadena ligera YSSEQRNYLA WYQQKPGQSP KLLISWASTR
(VL) de 89F4-A1 ESGVPDRFTG SGSGTDFTLT I1SSVQGEDLA
VYYCHQYLSS FTFGSGTKLE IK
192 89F4-A1 HVR- TYAMN
H1
193 89F4-Al HVR- RIRSKSNNYA AYFADSVKD
H2
194 89F4-A1 HVR- GGNYVPFAY
H3
195 89F4-A1 HVR- KSSQSVFYSS EQRNYLA
L1
196 89F4-A1 HVR- WASTRES
L2
197 89F4-A1 HVR- HQYLSSFT
L3
200 region variable de EVQLQQSGPV LVKPGASVKM SCKASGYTFT
cadena pesada DYYVNWVKQS HGKGLEWIGL INPNNGRTSY
(VH) de 93A8— NQNFNDKATL TVDKSSSTAF MDLNSLTSED
D2 SAVYYCTREG GTGYWGQGTT LSVSS
201 region variable de DVVMTQTPLT LSVTIGQPAS 1SCKSSQSLL
cadena ligera DSDGKTYLNW LLQRPGQSPR RLIYLVSKLD
(VL) de 93A8-D2 SGVPDRFTGS GSGTDFTLKI SRVAAEDLGV
YYCWQGTHFP RTFGGGTKLE IK
202 93A8-D2 HVR- DYYVN
H1
203 93A8-D2 HVR- L INPNNGRTSYNQNFND
H2
204 93A8-D2 HVR- EGGTGY
H3
205 93A8-D2 HVR- KSSQSLLDSDGKTYLN

L1
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206 93A8-D2 HVR- LVSKLDS
L2
207 93A8-D2 HVR- WQGTHFPRT
L3
210 region variable de EVKLVESGGG LVQPGGSLRL SCATSGFTFS
cadena pesada DFYMEWVRQS PGKRLEWIAA SKNKANDYTT
(VH) de 14F5-D9 EYNASVKDRF FVSRDTSQSI LYLQMNALRA
EDTAIYYCAR DALGTVFAYW GQGTLVTVSA
211 region variable de DVVMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSLV
cadena ligera HSNGNTYLHW YLQKPGQSPK LL1YKVFNRF
(VL) de 14F5-D9 SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
YFCSQSTLVP LTFGAGTKLE LK
212 14F5-D9 HVR- DFYME
H1
213 14F5-D9 HVR- ASKNKANDYT TEYNASVKD
H2
214 14F5-D9 HVR- DALGTVFAY
H3
215 14F5-D9 HVR- RSSQSLVHSN GNTYLH
L1
216 14F5-D9 HVR- KVFNRFS
L2
217 14F5-D9 HVR- SQSTLVPLT
L3
220 region variable de QVQLKESGPG LVAPSQSLSI TCTISGFSLT
cadena pesada SYGVHWVRQP PGKGLEWLVV IWSDGSTTYN
(VH) de 73H6-B8 SALKSRLSIS KDNSKSQVFL KMNSLQTDDT
AMYYCARQGG FITTAYYAMD YWGQGTSVTV SS
221 region variable de DIVMSQSPSS LAVSAGEKVT MSCKSSQSLL
cadena ligera NSRTRKNYLA WYQQKPGQSP KLLIYWASTR
(VL) de 73H6-B8 ESGVPDRFTG SGSGTDFTLT ISSVQAEDLA
VYYCKQSYNL YTFGGGTKLE IK
222 73H6-B8 HVR- SYGVH
H1
223 73H6-B8 HVR- VIWSDGSTTY NSALKS
H2
224 73H6-B8 HVR- QGGFITTAYY AMDY
H3
225 73H6-B8 HVR- KSSQSLLNSR TRKNYLA
L1
226 73H6-B8 HVR- WASTRES
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L2

227 73H6-B8 HVR- KQSYNLYT
L3

230 region variable de QIQLVQSGPE LKKPGETVKI SCKASGYTFT
cadena pesada DCSIHWVKQA PGEGLKWMGW INTETGEPSY
(VH) de 22G7-C9 ADDFKGRFAF SLETSASTAF LQINNLKSED

TASYFCGTAY YRYDGALDYW GQGTSVTVSS

231 region variable de DIVLTQSPAS LAVSLGQRAT ISCRASQSVS
cadena ligera TSSYSYMHWF QQKPGQPPKL LIKYASNLES
(VL) de 22G7—-C9 GVPARFSGSG SGTDFTLNIH PVEEEDTATY

YCQHSWELPW TFGGGTKLEI K

232 22G7-C9 HVR- DCSIH
H1

233 22G7-C9 HVR- WINTETGEPS YADDFKG
H2

234 22G7-C9 HVR- AYYRYDGALD Y
H3

235 22G7-C9 HVR- RASQSVSTSS YSYMH
L1

236 22G7-C9 HVR- YASNLES
L2

237 22G7-C9 HVR- QHSWELPWT
L3

240 region variable de QIQLVQSGPD LKKPGETVKI SCKASGYTFT
cadena pesada NYGMNWVKQA PGKGLKWMGW INTNTGEPTY
(VH) de 7A11— AEEFKGRFAF SLETSASTAY LQIDNLKNED
C12 TATYFCARGT VSFPYWGQGT LVTVSA

241 region variable de DVVMSQTPLS LPVSLGDHAS 1SCRSSQNLY
cadena ligera HSDGNTYLHW YLQKPGQSPK LL1YKVSNRF
(VL) de 7A11- SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV
C12 YFCSQSTHVI FTFGSGTKLE 1K

242 7A11-C12 HVR- NYGMN
H1

243 7A11-C12 HVR- WINTNTGEPT YAEEFKG
H2

244 7A11-C12 HVR- GTVSFPY
H3

245 7A11-C12 HVR- RSSQNLVHSD GNTYLH
L1

246 7A11-C12 HVR- KVSNRFS

L2
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247 7A11-C12 HVR- SQSTHVIFT
L3

250 region variable de QIQLVQSGPE LKKPGETVKI SCKASGYTFT
cadena pesada NYGMNWVKQA PGKGLKWMGW INMYTGEPTY
(VH) de 12A10— GDDFKGRFVF SLETSVSTVY LQINNLKKED
E8 TATFFCARGG RPDYWGQGTS VTVSS

251 region variable de DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK LL1YKVFNRF
(VL) de 12A10— SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI NRVEAEDLGV
E8 YYCLQGSHVP YTFGGGTKLE IK

252 12A10-E8 HVR- NYGMN
H1

253 12A10-E8 HVR- WINMYTGEPT YGDDFKG
H2

254 12A10-E8 HVR- GGRPDY
H3

255 12A10-E8 HVR- RSSQSIVHSN GNTYLE
L1

256 12A10-E8 HVR- KVFNRFS
L2

257 12A10-E8 HVR- LQGSHVPYT
L3

260 region variable de EVKLEESGGG LVQPGGSMKL SCVASGFTFS
cadena pesada NYWMNWVRQS PEKGLEWVAQ IRLKSDNYAT
(VH) de 55E7— HYAESVKGRF TISRDDSKSS VYLQMNNLRA
F11 EDTGIYYCAG YFYGGYFDVW GTGTTVTVSS

261 region variable de ELVLTQSPTT MAASPGKKIT ITCSASSSIS
cadena ligera SNYLHWYQQK PGFSPKLLIY RTSNLASGVP
(VL) de 55E7— ARFSGSGSGT SYSLTIGTME AEDVATYYCQ
F11 QGSSLPFTFG SGTKLEIK

262 55E7-F11 HVR- NYWNN
H1

263 55E7-F11 HVR- QIRLKSDNYA THYAESVKG
H2

264 55E7-F11 HVR- YFYGGYFDV
H3

265 55E7-F11 HVR- SASSSISSNY LH
L1

266 55E7-F11 HVR- RTSNLAS

L2
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267 55E7-F11 HVR- QQGSSLPFT
L3

270 region variable de QVQLQQSGTE LAKPGASVKL SCKASGYTFT
cadena pesada HYWMHWIKQR PGQGLEWIGY IYPTNDYTKY
(VH) de 52F6— NQNFRDKATL TADESSNSAY MQLNSLTYED
F11 SAVYYCARAG NRVFDFWGQG TTLTVSS

271 region variable de QAVVTQESAL TTSPGETVTL TCRSSTGAVT
cadena ligera TSNFANWVQE KPDHLFTGLI GGTNNRAPGV
(VL) de 52F6— PARFSGSLIG DKAALTITGA QTEDEAIYFC
F11 ALWYSNLWVF GGGTKLTVL

272 52F6-F11 HVR- HYWMH
H1

273 52F6-F11 HVR- YIYPTNDYTK YNQNFRD
H2

274 52F6-F11 HVR- AGNRVFDF
H3

275 52F6-F11 HVR- RSSTGAVTTS NFAN
L1

276 52F6-F11 HVR- GTNNRAP
L2

277 52F6-F11 HVR- ALWYSNLWV
L3

280 region variable de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR
cadena pesada SYGMSWVRQA PGKGLEWVAT INSGGTYTYY
(VH) de PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
HU37D3-H9.V1 TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSS

281 region variable de EDQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYFEW YQQKPGKSPK LL1YKVSNRF
(VL) de Hu37D3- SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAT
HOVL | YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE 1K

282 Hu37D3-H9.v1 SYGMS
HVR-H1

283 Hu37D3-H9.v1 TINSGGTYTYYPDSVKG
HVR-H2

284 Hu37D3-H9.v1 SYSGAMDY
HVR-H3

285 Hu37D3-H9.v1 RSSQSIVHSNGNTYFE
HVR-L1

286 Hu37D3-H9.v1 KVSNRFS

HVR-L2
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287 Hu37D3-H9.vl FQGSLVPWT
HVR-L3
288 cadena pesada de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR
HU37D3-H9.v1 SYGMSWVRQA PGKGLEWVAT INSGGTYTYY
1gG1 PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSSAST
KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY
SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC NVNHKPSNTK
VDKKVEPKSC DKTHTCPPCP APELLGGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK
289 cadena ligera de EDQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV
HU37D3-H9.v1 HSNGNTYFEW YQQKPGKSPK LLIYKVSNRF
1gG1 SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI1 SSLQPEDFAT
YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE IKRTVAAPSV
FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK
VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL
SSTLTLSKAD YEKHKVYACE VTHQGLSSPV TKSFNRGEC
290 region variable de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR
(VH) de PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
Hu37D3-H9.v5 TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSS
291 region variable de EDVLTQTPLS LPVTPGQPAS ISCRSSQSIV
cadena ligera HSNGNTYFEW YLQKPGQSPQ LLIYKVSNRF
(VL) de HU37D3— |  SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV
YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE 1K
H9.v5
292 Hu37D3-H9.v5
HVR-H1 SYGMS
293 Hu37D3-H9.v5
HVR-H2 TINSGGTYTYYPDSVKG
294 Hu37D3-H9.v5
HVR-H3 SYSGAMDY
295 Hu37D3-H9.v5
HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
296 Hu37D3-H9.v5
HVR-L2 KVSNRFS
297 Hu37D3-H9.v5
HVR-L3 FQGSLVPWT
300 region variable de EVQLVQSGAE VKKPGASVKV SCKASGYSLT

cadena pesada

GYTMNWVRQA PGQGLEWIGL ISPYNGVTSY
NQKFKGRATL TVDKSTSTAY LELSSLRSED
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(VH) de TAVYYCARQG AYWGQGTLVT VSS
Hu94B2.v105

301 region variable de DIVMTQTPLS LPVTPGQPAS ISCKSSQSLL
cadena ligera DSDGKTYLNW LLQKPGQSPQ RLIYLVSKLD
(VL) de SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV
HU94B2.v105 YYCWQGTHFP WTFGQGTKVE IK

302 Hu94B2.v105 GYTMN
HVR-H1

303 Hu94B2.v105 LISPYNGVTSYNQKFKG
HVR-H2

304 Hu94B2.v105 QGAY
HVR-H3

305 Hu94B2.v105 KSSQSLLDSDGKTYLN
HVR-L1

306 Hu94B2.v105 LVSKLDS
HVR-L2

307 Hu94B2.v105 WQGTHFPWT
HVR-L3

310 region variable de
cadena pesada EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASRFIFS
(VH) de NYWMNWVRQA PGKGLEWVAQ IRLKSDNYAT

HYAESVKGRF TISRDDSKNT LYLQMNSLRA

hul25B811.v17 EDTAVYYCTG GTTYWGQGTL VTVSS

311 region variable de DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQNVG
cadena ligera TAVAWYQQKP GKSPKLLIYS ASIRYTGVPS
(VL) de RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYFCQQ

FRTYPYTFGQ GTKVEIK

hul25B11.v17

312 hul25B11.v17 NYWMN
HVR-H1

313 hul25B11.v17 QIRLKSDNYATHYAESVKG
HVR-H2

314 hul25B11.v17 GTTY
HVR-H3

315 hul25B11.v17 KASQNVGTAVA
HVR-L1

316 hul25B11.v17 SASIRYT
HVR-L2

317 hul25B11.v17 QQFRTYPYT
HVR-L3

320 region variable de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASRFIFS

NYWMNWVRQA PGKGLEWVAQ IRLKSDNYAT
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cadena pesada de

HYAESVKGRF TISRDNSKNT LYLQMNSLRA

(VH) EDTAVYYCTG GTTYWGQGTL VTVSS
hul25B11.v26

321 region variable de DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQNVG
cadena ligera TAVAWYQQKP GKAPKLLIYS ASIRYTGVPS
(VL) de RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYFCQQ
NUL25B11.v26 FRTYPYTFGQ GTKVEIK

322 hul25B11.v26 NYWMN
HVR-H1

323 hul25B11.v26 QIRLKSDNYATHYAESVKG
HVR-H2

324 hul25B11.v26 GTTY
HVR-H3

325 hul25B11.v26 KASQNVGTAVA
HVR-L1

326 hul25B11.v26 SASIRYT
HVR-L2

327 hul25B11.v26 QQFRTYPYT
HVR-L3

330 region variable de
cadena pesada EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASRFIFS
(VH) de NYWMNWVRQA PGKGLEWVAQ IRLKSDNYAT

HYAESVKGRF TISRDNSKNT LYLQMNSLRA

hu125B11.v28 EDTAVYYCTG GTTYWGQGTL VTVSS

331 region variable de DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQNVG
cadena ligera TAVAWYQQKP GKAPKLLIYS ASIRYTGVPS
(VL) de RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ
NU125B11.v28 FRTYPYTFGQ GTKVEIK

332 hul25B11.v28 NYWMN
HVR-H1

333 hul25B11.v28 QIRLKSDNYATHYAESVKG
HVR-H2

334 hul25B11.v28 GTTY
HVR-H3

335 hul25B11.v28 KASQNVGTAVA
HVR-L1

336 hul25B11.v28 SASIRYT
HVR-L2

337 hul25B11.v28 QQFRTYPYT

HVR-L3
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340 region variable de
cadena pesada
(VH) de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR
HU37D3— SYGMSWVRQA PGKGLEWVAT INSGGTYTYY
H9.v28.Ad PDSVKGRFT1 SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
' ' TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSS
341 region variable de
(VL) de Hu37D3~ HSNGNTYLEW YLQKPGQSPQ LLIYKVSNRF
H9.v28 Ad SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV
' ' YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE 1K
342 Hu37D3-
H9.v28.A4 HVR-
H1 SYGMS
343 Hu37D3-
H9.v28.A4 HVR-
H2 TINSGGTYTYYPDSVKG
344 Hu37D3-
H9.v28.A4 HVR-
H3 SYSGAMDY
345 Hu37D3-
H9.v28.A4 HVR-
L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
346 Hu37D3-
H9.v28.A4 HVR-
L2 KVSNRFS
347 Hu37D3-
H9.v28.A4 HVR-
L3 FQGSLVPWT
348 cadena pesada de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR
Hu37D3— SYGMSWVRQA PGKGLEWVAT INSGGTYTYY
H9.v28.A4 1gG4— PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
S228P.YTE TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSSAST
' KGPSVFPLAP CSRSTSESTA ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY
SLSSVVTVPS SSLGTKTYTC NVDHKPSNTK
VDKRVESKYG PPCPPCPAPE FLGGPSVFLF
PPKPKDTLY1 TREPEVTCVV VDVSQEDPEV
QFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV
SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKGLPSSIE
KTISKAKGQP REPQVYTLPP SQEEMTKNQV
SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT
TPPVLDSDGS FFLYSRLTVD KSRWQEGNVF
SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SLGK
602 cadena pesada EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR
des-K de SYGMSWVRQA PGKGLEWVAT INSGGTYTYY
Hu37D3- PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
HO.v28.A4 IgG4- TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSSAST
S228P.YTE KGPSVFPLAP CSRSTSESTA ALGCLVKDYF
' PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY
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SLSSVVTVPS
VDKRVESKYG
PPKPKDTLYI
QFNWYVDGVE
SVLTVLHQDW
KT ISKAKGQP
SLTCLVKGFY
TPPVLDSDGS
SCSVMHEALH

SSLGTKTYTC
PPCPPCPAPE
TREPEVTCVV
VHNAKTKPRE
LNGKEYKCKV
REPQVYTLPP
PSDIAVEWES
FFLYSRLTVD
NHYTQKSLSL

NVDHKPSNTK
FLGGPSVFLF
VDVSQEDPEV
EQFNSTYRVV
SNKGLPSSIE
SQEEMTKNQV
NGQPENNYKT
KSRWQEGNVF
SLG

349

cadena ligera de
Hu37D3-
H9.v28.A4 1gG4-
S228P.YTE

DDVLTQTPLS
HSNGNTYLEW
SGVPDRFSGS
YYCFQGSLVP
FIFPPSDEQL
VQWKVDNALQ
SSTLTLSKAD

LPVTPGQPAS
YLQKPGQSPQ
GSGTDFTLKI
WTFGQGTKVE
KSGTASVVCL
SGNSQESVTE
YEKHKVYACE

ISCRSSQSIV
LLITYKVSNRF
SRVEAEDVGV
IKRTVAAPSY
LNNFYPREAK
QDSKDSTYSL

VTHQGLSSPV TKSFNRGEC

442

hul25B11-
H3.LC1

DIQMTQSPSS
TAVAWYQQKP
RFSGSGSGTD
FRTYPYTFGQ

LSASVGDRVT
GKSPKLLI1YS
FTLTISSLQP
GTKVEIK

I TCKASQNVG
ASIRYTGVPS
EDFATYFCQQ

443

hul25B11-
H3.LC2

DIQMTQSPSS
TAVAWYQQKP
RFSGSGSGTD
FRTYPYTFGQ

LSASVGDRVT
GKAPKLLI1YS
FTLTISSLQP
GTKVEIK

I TCKASQNVG
ASIRYTGVPS
EDFATYFCQQ

444

hul25B11-
H3.LC3

DIQMTQSPSS
TAVAWYQQKP
RFSGSGSGTD
FRTYPYTFGQ

LSASVGDRVT
GKSPKLLI1YS
FTLTISSLQP
GTKVEIK

I TCKASQNVG
ASIRYTGVPS
EDFATYYCQQ

445

hul25B11-
H3.LC4

DIQMTQSPSS
TAVAWYQQKP
RFSGSGSGTD
FRTYPYTFGQ

LSASVGDRVT
GKAPKLLI1YS
FTLTISSLQP
GTKVEIK

I TCKASQNVG
ASIRYTGVPS
EDFATYYCQQ

446

hul25B11-
H3.HC1

EVQLVESGGG
NYWMNWVRQA
HYAESVKGRF
EDTAVYYCTG

LVQPGGSLRL
PGKGLEWVAQ
TISRDDSKNT
GTTYWGQGTL

SCAASRFIFS
IRLKSDNYAT
VYLQMNSLRA
VTVSS

447

hul25B11-
H3.HC2

EVQLVESGGG
NYWMNWVRQA
HYAESVKGRF
EDTAVYYCTG

LVQPGGSLRL
PGKGLEWVAQ
TISRDNSKNT
GTTYWGQGTL

SCAASRFIFS
IRLKSDNYAT
VYLQMNSLRA
VTVSS

448

hul25B11-
H3.HC3

EVQLVESGGG
NYWMNWVRQA
HYAESVKGRF
EDTAVYYCTG

LVQPGGSLRL
PGKGLEWVAQ
TISRDDSKNT
GTTYWGQGTL

SCAASRFIFS
IRLKSDNYAT
LYLQMNSLRA
VTVSS

449

hul25B11-
H3.HC4

EVQLVESGGG
NYWMNWVRQA
HYAESVKGRF
EDTAVYYCTG

LVQPGGSLRL
PGKGLEWVAQ
TISRDNSKNT
GTTYWGQGTL

SCAASRFIFS
IRLKSDNYAT
LYLQMNSLRA
VTVSS

450

hul25B11-
H3.HC5

EVQLVESGGG
NYYMNWVRQA
HYAESVKGRF
EDTAVYYCTG

LVQPGGSLRL
PGKGLEWVAQ
TISRDDSKNT
GTTYWGQGTL

SCAASRFIFS
IRLKSDNYAT
VYLQMNSLRA
VTVSS

451

hul25B11-
H3.HC6

EVQLVESGGG
NYFMNWVRQA

LVQPGGSLRL
PGKGLEWVAQ

SCAASRFIFS
IRLKSDNYAT
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HYAESVKGRF
EDTAVYYCTG

TISRDDSKNT
GTTYWGQGTL

VYLQMNSLRA
VTVSS

452

Hu94B2.HC1

EVQLVQSGAE
GYTMNWVRQA
NQKFKGRATL
TAVYYCARQG

VKKPGASVKY
PGQGLEWIGL
TVDKSTSTAY
AYWGQGTLVT

SCKASGYSLT
ISPYNGVTSY
LELSSLRSED
VSS

453

Hu94B2.HC2

EVQLVQSGAE
GYTMNWVRQA
NQKFKGRVTL
TAVYYCARQG

VKKPGASVKV
PGQGLEWIGL
TVDKSTSTAY
AYWGQGTLVT

SCKASGYSLT
ISPYNGVTSY
LELSSLRSED
VSS

454

Hu94B2.HC3

EVQLVQSGAE
GYTMNWVRQA
NQKFKGRATI
TAVYYCARQG

VKKPGASVKV
PGQGLEWIGL
TVDKSTSTAY
AYWGQGTLVT

SCKASGYSLT
ISPYNGVTSY
LELSSLRSED
VSS

455

Hu94B2.HC4

EVQLVQSGAE
GYTMNWVRQA
NQKFKGRATL
TAVYYCARQG

VKKPGASVKV
PGQGLEWIGL
TRDKSTSTAY
AYWGQGTLVT

SCKASGYSLT
ISPYNGVTSY
LELSSLRSED
VSS

456

Hu94B2.HC5

EVQLVQSGAE
GYTMNWVRQA
NQKFKGRATL
TAVYYCARQG

VKKPGASVKV
PGQGLEWIGL
TVDTSTSTAY
AYWGQGTLVT

SCKASGYSLT
ISPYNGVTSY
LELSSLRSED
VSS

457

Hu94B2.HC6

EVQLVQSGAE
GYTMNWVRQA
NQKFKGRVTI
TAVYYCARQG

VKKPGASVKV
PGQGLEWIGL
TVDKSTSTAY
AYWGQGTLVT

SCKASGYSLT
ISPYNGVTSY
LELSSLRSED
VSS

458

Hu94B2.HC7

EVQLVQSGAE
GYTMNWVRQA
NQKFKGRVTI
TAVYYCARQG

VKKPGASVKV
PGQGLEWIGL
TRDKSTSTAY
AYWGQGTLVT

SCKASGYSLT
ISPYNGVTSY
LELSSLRSED
VSS

459

Hu94B2.HC8

EVQLVQSGAE
GYTMNWVRQA
NQKFKGRVTI
TAVYYCARQG

VKKPGASVKV
PGQGLEWIGL
TVDTSTSTAY
AYWGQGTLVT

SCKASGYSLT
ISPYNGVTSY
LELSSLRSED
VSS

460

Hu94B2.LC9

DVVMTQTPLS
DSDGKTYLNW
SGVPDRFSGS
YYCWQGTHFP

LPVTPGQPAS
LLQKPGQSPQ
GSGTDFTLKI
WTFGQGTKVE

1 SCKSSQSLL
RLIYLVSKLD
SRVEAEDVGV
IK

461

Hu94B2.LC10

DVVMTQTPLS
DSDGKTYLNW
SGVPDRFSGS
YYCWQGTHFP

LPVTPGQPAS
LLQKPGQSPQ
GSGTDFTLKI
WTFGQGTKVE

I SCKSSQSLL
LLIYLVSKLD
SRVEAEDVGV
1K

462

Hu94B2.LC11

DVVMTQTPLS
DSDGKTYLNW
SGVPDRFSGS
YYCWQGTHFP

LPVTPGQPAS
YLQKPGQSPQ
GSGTDFTLKI
WTFGQGTKVE

1 SCKSSQSLL
RLIYLVSKLD
SRVEAEDVGV
IK

463

Hu94B2.L.C12

DVVMTQTPLS
DSDGKTYLNW
SGVPDRFSGS
YYCWQGTHFP

LPVTPGQPAS
YLQKPGQSPQ
GSGTDFTLKI
WTFGQGTKVE

I SCKSSQSLL
LLIYLVSKLD
SRVEAEDVGV
IK

464

Hu94B2.LC13

DIVMTQTPLS
DSDGKTYLNW
SGVPDRFSGS
YYCWQGTHFP

LPVTPGQPAS
LLQKPGQSPQ
GSGTDFTLKI
WTFGQGTKVE

I SCKSSQSLL
RLIYLVSKLD
SRVEAEDVGV
IK
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465 Hu94B2.LC14 DIVMTQTPLS LPVTPGQPAS 1SCKSSQSLL
DSDGKTYLNW LLQKPGQSPQ LLIYLVSKLD
SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV
YYCWQGTHFP WTFGQGTKVE 1K
466 Hu94B2.LC15 DIVMTQTPLS LPVTPGQPAS I1SCKSSQSLL
DSDGKTYLNW YLQKPGQSPQ RLIYLVSKLD
SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV
YYCWQGTHFP WTFGQGTKVE 1K
467 Hu94B2.LC16 DIVMTQTPLS LPVTPGQPAS 1SCKSSQSLL
DSDGKTYLNW YLQKPGQSPQ LLIYLVSKLD
SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV
YYCWQGTHFP WTFGQGTKVE 1K
468 Hu37D3-H9.v5.1
HVR-L1 RSSQSIVHSNANTYFE
469 Hu37D3-H9.v5.2
HVR-L1 RSSQSIVHSSGNTYFE
470 Hu37D3-H9.v5.3
HVR-L1 RSSQSI1VHSDGNTYFE
471 Hu37D3-H9.v5.4
HVR-L1 RSSQSIVHSQGNTYFE
472 Hu37D3-H9.v5.5
HVR-L1 RSSQSIVHSEGNTYFE
473 Hu37D3-H9.v5.6
HVR-L1 RSSQSIVHSAGNTYFE
474 Hu37D3-H9.v5.7
HVR-L1 RSSQSI1VHSNGDTYFE
475 Hu37D3-H9.v5.8
HVR-L1 RSSQSIVHSNGQTYFE
476 Hu37D3-H9.v5.9
HVR-L1 RSSQSIVHSNGETYFE
477 Hu37D3-
H9.v5.10 HVR-
L1 RSSQSIVHSNGATYFE
478 Hu37D3-
H9.v5.11 HVR-
L1 RSSQSIVHSNGSTYFE
479 Hu37D3.v28
HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
480 Hu37D3.v28.A2
HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
481 Hu37D3.v28.A4
HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
482 Hu37D3.v28.A6
HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
483 Hu37D3.v28.A8
HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
484 Hu37D3.v28.A10
HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
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485 Hu37D3.v28.A12

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
486 Hu37D3.v28.A14

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
487 Hu37D3.v28.A16

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
488 Hu37D3.v28.A18

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
489 Hu37D3.v28.A20

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
490 Hu37D3.v28.A22

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
491 Hu37D3.v28.A24

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
492 Hu37D3.v28.A26

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYFE
493 Hu37D3.v28.A28

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
494 Hu37D3.v28.A30

HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTYLE
495 Hu37D3.v28.B1

HVR-L1 RSSQSIVHSIGNTFFE
496 Hu37D3.v28.B2

HVR-L1 RSSQS 1 VHSMGNTFFE
497 Hu37D3.v28.B3

HVR-L1 RSSQS 1 VHSQGNTWFE
498 Hu37D3.v28.B4

HVR-L1 RSSQS 1 VHSQGNTHFE
499 Hu37D3.v28.B6

HVR-L1 RSSQS 1 VHSDGNTRFE
500 Hu37D3.v28.B7

HVR-L1 RSSQS 1 VHSDGNTKFE
501 Hu37D3.v28.B8

HVR-L1 RSSQS 1 VHSEGNTRFE
502 Hu37D3.v28.C1

HVR-L1 RSSQS 1 VHSNNNTYFE
503 Hu37D3.v28.C2

HVR-L1 RSSQS 1 VHSNDNTYFE
504 Hu37D3.v28.D1

HVR-L1 RSSQS 1 VHANGNTYFE
505 Hu37D3.v28.E1

HVR-L1 RSSQSIVNSNGNTYFE
506 Hu37D3.v28.E2

HVR-L1 RSSQSIVQSNGNTYFE
507 Hu37D3.v28.E3

HVR-L1 RSSQS1VDSDGNTYFE
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508 Hu37D3.v28.F1

HVR-L1 RSSQSIVHSNTNTYFE
509 Hu37D3.v28.F2

HVR-L1 RSSQSIVHTNGNTYFE
510 Hu37D3.v28.F3

HVR-L1 RSSQSIVHTNANTYFE
511 Hu37D3.v28.51

HVR-L1 RSSQS I VHSHGNTYFE
512 Hu37D3.v28.52

HVR-L1 RSSQSIVHSKGNTYFE
513 Hu37D3.v28.53

HVR-L1 RSSQSIVHSRGNTYFE
514 Hu37D3.v28.54

HVR-L1 RSSQSIVHSLGNTYFE
515 Hu37D3.v28.55

HVR-L1 RSSQS I VHSNQNTYFE
516 Hu37D3.v28.56

HVR-L1 RSSQSIVHSNYNTYFE
517 Hu37D3.v28.57

HVR-L1 RSSQSIVHSNFNTYFE
518 Hu37D3.v29.1

HVR-L1 RSSQS1VHSNGDTYFE
519 Hu37D3.v29.2

HVR-L1 RSSQSI1VHSNGQTYFE
520 Hu37D3.v29.3

HVR-L1 RSSQS1VHSNGETYFE
521 Hu37D3.v29.4

HVR-L1 RSSQS 1 VHSNGATYFE
522 Hu37D3.v29.5

HVR-L1 RSSQS 1 VHSNGHTYFE
523 Hu37D3.v29.6

HVR-L1 RSSQS 1 VHSNGKTYFE
524 Hu37D3.v29.7

HVR-L1 RSSQSI1VHSNGLTYFE
525 Hu37D3.v29.8

HVR-L1 RSSQS1VHSNADTYFE
526 Hu37D3.v29.9

HVR-L1 RSSQS 1VHSNAQTYFE
527 Hu37D3.v29.10

HVR-L1 RSSQSIVHSNAETYFE
528 Hu37D3.v29.11

HVR-L1 RSSQS 1 VHSNAATYFE
529 Hu37D3.v29.12

HVR-L1 RSSQS I VHSNAHTYFE
530 Hu37D3.v29.13

HVR-L1 RSSQS 1 VHSNAKTYFE
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531

Hu37D3.v29.14
HVR-L1

RSSQSIVHSNALTYFE

532

Hu37D3-
H9.v30.1 HVR-
L1

RSSQSIVHSGGNTYFE

533

Hu37D3-
H9.v30.2 HVR-
L1

RSSQSIVHSTGNTYFE

534

Hu37D3-
H9.v30.3 HVR-
L1

RSSQSIVHSVGNTYFE

535

Hu37D3-
H9.v30.4 HVR-
L1

RSSQSIVHSLGNTYFE

536

Hu37D3-
H9.v30.5 HVR-
L1

RSSQSIVHSIGNTYFE

537

Hu37D3-
H9.v30.6 HVR-
L1

RSSQSIVHSPGNTYFE

538

Hu37D3-
H9.v30.7 HVR-
L1

RSSQSIVHSFGNTYFE

539

Hu37D3-
H9.v30.8 HVR-
L1

RSSQSIVHSYGNTYFE

540

Hu37D3-
H9.v30.9 HVR-
L1

RSSQSIVHSHGNTYFE

541

Hu37D3-
H9.v30.10 HVR-
L1

RSSQSIVHSKGNTYFE

542

Hu37D3-
H9.v30.11 HVR-
L1

RSSQSIVHSRGNTYFE

543

Hu37D3-
H9.v31.1 HVR-
L1

RSSQSIVHSNAGTYFE

544

Hu37D3-
H9.v31.2 HVR-
L1

RSSQSIVHSNAVTYFE

545

Hu37D3-
H9.v31.3 HVR-
L1

RSSQSIVHSNAITYFE

546

Hu37D3-
H9.v31.4 HVR-
L1

RSSQSI1VHSNAPTYFE
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547 Hu37D3-
H9.v31.5 HVR-
L1 RSSQS I VHSNAFTYFE
548 Hu37D3-
H9.v31.6 HVR-
L1 RSSQS I VHSNAYTYFE
549 Hu37D3-
H9.v31.7 HVR-
L1 RSSQS I VHSNARTYFE
550 Hu37D3-
H9.v31.8 HVR-
L1 RSSQS I VHSNANVYFE
551 Hu37D3-
H9.v31.9 HVR-
L1 RSSQS I VHSNANIYFE
552 Hu37D3-
H9.v31.10 HVR-
L1 RSSQS I VHSNANPYFE
553 Hu37D3-
H9.v31.11 HVR-
L1 RSSQS I VHSNANFYFE
554 Hu37D3-
H9.v31.12 HVR-
L1 RSSQS I VHSNANYYFE
555 Hu37D3-
H9.v31.13 HVR-
L1 RSSQS I VHSNANNYFE
556 Hu37D3-
H9.v31.14 HVR-
L1 RSSQS I VHSNANRYFE
557 péptido 7-24 de Tau
humana EFEVMEDHAGTYGLGDRK
558 Human Tau péptido 7-
20 de Tau humana EFEVMEDHAGTYGL
560 region variable de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR SYGMSWVRQA
cadena pesada (VH) PGKGLEWVAT INSGGTYTYY PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY
de Hu37D3.v39 LQMNSLRAED TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSS
561 region variable de EDQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSNGNTYLEW
cadena ligera (VL) de | YQQKPGKSPK LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI
Hu37D3.v39 SSLQPEDFAT YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE 1K
562 Hu37D3.v39 HVR- | SYGMS
H1
563 Hu37D3.v39 HVR- | TINSGGTYTYYPDSVKG
H2
564 Hu37D3.v39 HVR- | SYSGAMDY
H3
565 Hu37D3.v39 HVR-L1 | RSSQSIVHSNGNTYLE
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566 Hu37D3.v39 HVR-L2 | KVSNRFS
567 Hu37D3.v39 HVR-L3 | FQGSLVPWT
568 cadena pesada de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR SYGMSWVRQA
Hu37D3.v39 IgG4- PGKGLEWVAT INSGGTYTYY PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY
$228P YTE LOMNSLRAED TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSSAST
' KGPSVFPLAP CSRSTSESTA ALGCLVKDYF PEPVTVSWNS
GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTKTYTC
NVDHKPSNTK VDKRVESKYG PPCPPCPAPE FLGGPSVFLF
PPKPKDTLYI1 TREPEVTCVV VDVSQEDPEV QFNWYVDGVE
VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV
SNKGLPSSIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SQEEMTKNQV
SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSRLTVD KSRWQEGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL
SLGK
569 cadena ligera de EDQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSNGNTYLEW
Hu37D3.v39 IgG4- | YQQKPGKSPK LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI
$228P YTE SSLQPEDFAT YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE IKRTVAAPSV
FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK VQWKVDNALQ
SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
VTHQGLSSPV TKSFNRGEC
570 region variable de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR SYGMSWVRQA
cadena pesada de PGKGLEWVAT INSGGTYTYY PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY
(VH) de Hu37D3.v40 | LQMNSLRAED TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSS
571 region variable de EDQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSNTNTYFEW
cadena ligera (VL) de | YQQKPGKSPK LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI
Hu37D3.v40 SSLQPEDFAT YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE IK
572 Hu37D3.v40 HVR- | SYGMS
H1
573 Hu37D3.v40 HVR- | TINSGGTYTYYPDSVKG
H2
574 Hu37D3.v40 HVR- | SYSGAMDY
H3
575 Hu37D3.v40 HVR-L1 | RSSQSIVHSNTNTYFE
576 Hu37D3.v40 HVR-L2 | KVSNRFS
577 Hu37D3.v40 HVR-L3 | FQGSLVPWT
578 cadena pesada de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR SYGMSWVRQA
Hu37D3.v40 IgG4- PGKGLEWVAT INSGGTYTYY PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY
$228P YTE LQMNSLRAED TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSSAST
' KGPSVFPLAP CSRSTSESTA ALGCLVKDYF PEPVTVSWNS
GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTKTYTC
NVDHKPSNTK VDKRVESKYG PPCPPCPAPE FLGGPSVFLF
PPKPKDTLYI1 TREPEVTCVV VDVSQEDPEV QFNWYVDGVE
VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV
SNKGLPSSIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SQEEMTKNQV
SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSRLTVD KSRWQEGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL
SLGK
579 cadena ligera de EDQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSNTNTYFEW
Hu37D3.v40 IgG4- | YQQKPGKSPK LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI
$228P YTE SSLQPEDFAT YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE IKRTVAAPSV
FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK VQWKVDNALQ
SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
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VTHQGLSSPV TKSFNRGEC
580 Hu37D3.vAl heavy | EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR SYGMSWVRQA
chain variable region | PGKGLEWVAT INSGGTYTYY PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY
(VH) LQMNSLRAED TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSS
581 region variable de EDQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSNGQTYFEW
cadena ligera (VL) de | YQQKPGKSPK LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI
Hu37D3.v41 SSLQPEDFAT YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE IK
582 Hu37D3.v41 HVR- | SYGMS
H1
583 Hu37D3.v41 HVR- | TINSGGTYTYYPDSVKG
H2
584 Hu37D3.v41 HVR- | SYSGAMDY
H3
585 Hu37D3.v41 HVR-L1 | RSSQSIVHSNGQTYFE
586 Hu37D3.v41 HVR-L2 | KVSNRFS
587 Hu37D3.v41 HVR-L3 | FQGSLVPWT
588 cadena pesada de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR SYGMSWVRQA
Hu37D3.v4l IgG4- | PGKGLEWVAT INSGGTYTYY PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY
$228P YTE LOMNSLRAED TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSSAST
' KGPSVFPLAP CSRSTSESTA ALGCLVKDYF PEPVTVSWNS
GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTKTYTC
NVDHKPSNTK VDKRVESKYG PPCPPCPAPE FLGGPSVFLF
PPKPKDTLY1 TREPEVTCVV VDVSQEDPEV QFNWYVDGVE
VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV
SNKGLPSSIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SQEEMTKNQV
SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSRLTVD KSRWQEGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL
SLGK
589 cadena ligera de EDQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSNGQTYFEW
Hu37D3.v41 IgG4- | YQQKPGKSPK LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI
$228P YTE SSLQPEDFAT YYCFQGSLVP WTFGQGTKVE IKRTVAAPSV
FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK VQWKVDNALQ
SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
VTHQGLSSPV TKSFNRGEC
590 cadena pesada de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGLIFR SYGMSWVRQA
Hu37D3-H9.v1 IgG4- | PGKGLEWVAT INSGGTYTYY PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY
$228p LQMNSLRAED TAVYYCANSY SGAMDYWGQG TLVTVSSAST
KGPSVFPLAP CSRSTSESTA ALGCLVKDYF PEPVTVSWNS
GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTKTYTC
NVDHKPSNTK VDKRVESKYG PPCPPCPAPE FLGGPSVFLF
PPKPKDTLMI SRTPEVTCVV VDVSQEDPEV QFNWYVDGVE
VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV
SNKGLPSSIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SQEEMTKNQV
SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSRLTVD KSRWQEGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL
SLGK
592 MAPT(10-24) VMEDHAGTYGLGDRK
593 MAPT(2-24) AEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRK
594 MAPT(2-34) AEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGY TMHQD
595 MAPT(10-44) VMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLK
596 MAPT(2-24)Y18A AEPRQEFEVMEDHAGTAGLGDRK
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597

MAPT(2-24)L20A

AEPRQEFEVMEDHAGTYGAGDRK

598

hul13F5-F7.LC1

DIQMTQSPSS
GKSPKLLIYS
EDFATYFCQQ

LSASVGDRVT
ASRRFSGVPS
FSTYPYTFGQ

I TCKASQNVG
RFSGSGSGTD
GTKVEIK

TAVAWYQQKP
FTLTISSLQP

599

hul13F5-F7.LC2

DIQMTQSPSS
GKAPKLLIYS
EDFATYFCQQ

LSASVGDRVT
ASRRFSGVPS
FSTYPYTFGQ

I TCKASQNVG
RFSGSGSGTD
GTKVEIK

TAVAWYQQKP
FTLTISSLQP

600

hul13F5-F7.LC3

DIQMTQSPSS
GKSPKLLIYS
EDFATYYCQQ

LSASVGDRVT
ASRRFSGVPS
FSTYPYTFGQ

I TCKASQNVG
RFSGSGSGTD
GTKVEIK

TAVAWYQQKP
FTLTISSLQP

601

hul13F5-F7.LC4

DIQMTQSPSS
GKAPKLLIYS
EDFATYYCQQ

LSASVGDRVT
ASRRFSGVPS
FSTYPYTFGQ

I TCKASQNVG
RFSGSGSGTD
GTKVEIK

TAVAWYQQKP
FTLTISSLQP
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