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ANTICUERPOS QUE RECONOCEN TAU

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] La presente solicitud reivindica la prioridad de la Provisional
Estadounidense No. 62/813,126, presentada el 3 de marzo de 2019, la Solicitud
Provisional Estadounidense No. 62/813,137, presentada el 3 de marzo de 2019, y la
Solicitud Provisional Estadounidense No. 62/838,159, presentada el 24 de abril de 2019,

cada una de las cuales se incorpora por referencia en su totalidad para todos los fines.

REFERENCIA A UN LISTADO DE SECUENCIAS

[0002] Esta solicitud incluye un listado electronico de secuencias en un archivo
denominado 536323WO0O_ST25.TXT, creado el 24 de febrero de 2020 y que contiene
168,875 bytes, que se incorpora a la presente como referencia en su totalidad para todos

los propésitos

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] Tau es una proteina humana bien conocida que puede existir en formas
fosforiladas (ver, por ejemplo, Goedert, Proc. Natl Acad Sci. EUA 85: 4051-4055 (1988);
Goedert, EMBO J. 8: 393 399 (1989); Lee, Neuron 2: 1615-1624 (1989); Goedert, Neuron
3: 519-526 (1989); Andreadis, Biochemistry 31: 10626-10633 (1992). Se ha informado
gue Tau tiene un papel en la estabilizacion de los microtubulos, particularmente en el
sistema nervioso central. El cerebro libera tau total (t-tau, es decir, formas fosforiladas y
no fosforiladas) y fosfo-tau (p-tau, es decir, fosforiladas) en respuesta a lesiones
neuronales y neurodegeneracion y se ha informado que ocurren a niveles elevados en
el LCR de los pacientes de Alzheimer en relacion con la poblacion general (Jack et al.,
Lancet Neurol 9: 119-28 (2010)).

[0004] La tau es el constituyente principal de los enredos neurofibrilares, que junto
con las placas son una caracteristica distintiva de la enfermedad de Alzheimer. Los
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enredos constituyen fibrillas anormales que miden 10 nm de diametro y se producen en
pares enrollados de forma helicoidal con una periodicidad regular de 80 nm. La tau dentro
de los enredos neurofibrilares esta anormalmente fosforilada (hiperfosforilada) con
grupos de fosfato unidos a sitios especificos en la molécula. En las neuronas de la capa
Il de la corteza entorrinal, el CAl y las regiones subiculares del hipocampo, la amigdala
y las capas més profundas (capas lll, V y superficial VI), se observa una afectacion grave
de los enredos neurofibrilaresdel neocortex en la enfermedad de Alzheimer. También se
ha informado que la tau hiperfosforilada interfiere con el ensamblaje de los microtubulos,
lo que puede promover la ruptura de la red neuronal.

[0005] Las inclusiones de Tau son parte de la neurofatologia definitoria de varias
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, la
degeneracion lobar frontotemporal, la paralisis supranuclear progresiva y la enfermedad
de Pick.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION REIVINDICADA

[0006] En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo aislado que se une
especificamente a tau humana, que comprende una region variable de cadena pesada
madura que comprende CDR-H1 que comprende SEQ ID NO: 8, CDR-H2 que
comprende SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 149, y CDR-H3 que comprende la SEQ ID NO:
10, en donde la region variable de la cadena pesada es al menos un 90% idéntica a la
SEQ ID NO: 18; y una region variable de cadena ligera madura que comprende CDR-L1
gue comprende SEQ ID NO: 12, CDR-L2 que comprende SEQ ID NO: 150, 151, 153,
156, 158, 159, 160, 163, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173 0 174, y CDR-L3
gue comprende la SEQ ID NO: 14, en donde la region variable de la cadena ligera es al
menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 122.

[0007] En algunos anticuerpos, al menos una de las posiciones H12, H13, H17,
H24, H40, H43, H48, H66, H67, H76, H80, H81 y H91 puede estar ocupada por V, K, T,
AR Q,ILR, A D,L, QyF, respectivamente, y al menos una de las posiciones L2, L12,
L15, L37, L39, L45, L60 y L100 puede estar ocupada por V, P, L, Q , R, R, Dy Q

respectivamente.
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[0008] En algunos anticuerpos, CDR-L2 comprende SEQ ID NO: 150, 151, 163,
167, 168 0 169. En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada comprende
SEQ ID NO: 18 y la region variable de cadena ligera comprende SEQ ID NO: 110, 121,
122 0 123.

[0009] En algunos anticuerpos, la regién variable de cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 110. En algunos anticuerpos, la region variable de cadena ligera comprende
la SEQ ID NO: 121. En algunos anticuerpos, la region variable de cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 122. En algunos anticuerpos, la region variable de la cadena
ligera comprende la SEQ ID NO: 123.

[0010] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada comprende
SEQ ID NO: 146 y la region variable de cadena ligera comprende SEQ ID NO: 94 o0 122.
En algunos anticuerpos, la region variable de la cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
94. En algunos anticuerpos, la region variable de la cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 122.

[0011] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada comprende
SEQ ID NO: 18 0 146 y la region variable de cadena ligera comprende SEQ ID NO: 122.
[0012] En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que se une

especificamente a la tau humana, que comprende una region variable de cadena pesada
madura que comprende las CDR H1, H2 y H3 que comprenden las SEQ ID NOs: 8,9y
10, respectivamente, excepto que la posicion H28 puede estar ocupada por N o T, H54
puede estar ocupada por N o D, H56 puede estar ocupada por D o E, la posicién H58
puede estar ocupada por V o |, y la posicién H60 puede estar ocupada por D o E, y una
region variable de cadena ligera madura que comprende las CDR L1, L2 y L3 que
comprenden SEQ ID NOs: 12, 13 y 14 respectivamente, excepto que la posicion L24
puede estar ocupada por K o R, la posicion L50 puede estar ocupada por L, E, D, Go V,
la posicién L52 puede estar ocupada por S 0 G, y la posicién L54 puede estar ocupada
porL,D,G, N, E, QK,R, T, VoS, en donde al menos una de las siguientes posiciones
esta ocupada por el aminoacido especificado: H1 esta ocupada por Q, H5 esta ocupada
por Q, H11 esta ocupada por L, H20 esta ocupada por L, H23 est4 ocupada por T, H38
estd ocupada por K, H75 esta ocupada por S, H56 esta ocupada por E, H58 esta ocupada

por I, H60 esta ocupada por E, H82c esta ocupada por V, L10 est4 ocupada por T, L17
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estd ocupada por E, L24 esta ocupada por R, L37 esta ocupada por Q, L47 esta ocupada
por G, N, D, E, P, T, S0 A, L48 esta ocupada por G o D, L49 est4 ocupada por E, L50
esta ocupada por E, D, G, 0 V, L52 esta ocupada por G, L54 esta ocupada por D, G, N,
E,Q K R, T,V,08S, L83 estadocupada por L, L86 esta ocupada por H, L100 esta ocupada
por Q, L106 esta ocupada por L.

[0013] En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado
gue se une a tau humana que comprende tres CDR de cadena ligera y tres CDR de
cadena pesada del anticuerpo monoclonal 3D6, en donde 3D6 es un anticuerpo de raton
caracterizado por una region variable de cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 7 y una regién variable de cadena ligera que
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 11, excepto que la
posicion H27 puede estar ocupada por F 0 Y, la posicion H28 puede estar ocupada por
N o T, la posicion H29 puede estar ocupada por | o F, la posicion H30 puede estar
ocupada por Ko T, la posicién H51 puede estar ocupada por | 0 V, la posicion H54 puede
estar ocupada por N o D, la posicién H60 puede estar ocupada por D, A o E, la posicion
H61 puede estar ocupada por P o E, la posiciéon H102 puede estar ocupada por Fo Y, la
posicion L50 puede estar ocupada por L, E. D, G o V, la posiciébn L52 puede estar
ocupada por S o G, y la posicién L54 puede estar ocupada porL, D, G,N,E, Q,K, R, T,
V 0 S, donde al menos una de las siguientes posiciones esta ocupada por el aminoacido
especificado: L37 esta ocupada por Q, L47 esta ocupada por G, N, D, E, P, T,S0A, L48
esta ocupada por G o D, L49 esta ocupada por E, L50 esta ocupada por E, D, Go V, L52
esta ocupada por G, L54 esta ocupada por D, G, N. E, Q, K, R, T, Vo S, L100 est4
ocupada por Q, H60 esta ocupada por E, H82c est4 ocupada por V.

[0014] En algunos anticuerpos, CDR-HL1 tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende la SEQ ID NO: 86. En algunos anticuerpos, CDR-H2 tiene una secuencia de
aminoéacidos que comprende SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 92 0 SEQ ID
NO: 149. En algunos anticuerpos, CDR-L2 tiene una secuencia de aminoécidos que
comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 150-175. En algunos anticuerpos, CDR-L1
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 89. En algunos
anticuerpos, CDR-HL1 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende SEQ ID NO:

86 y CDR-H2 tiene una secuencia de amino4cidos que comprende SEQ ID NO: 87. En
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algunos anticuerpos, CDR-H1 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la
SEQ ID NO: 86 y CDR-H2 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ
ID NO: 88. En algunos anticuerpos, CDR-H1 tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende la SEQ ID NO: 86 y CDR-H2 tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende la SEQ ID NO: 92. En algunos anticuerpos, CDR-H1 tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59 0 SEQ ID
NO: 60. En algunos anticuerpos, CDR-H2 tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID
NO: 64 o SEQ ID NO: 149. En algunos anticuerpos, CDR-H3 tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 65. En algunos anticuerpos, CDR-L2 tiene
una secuencia de aminoacidos que comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 150-175.

[0015] Algunos anticuerpos son un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
revestido o un anticuerpo quimerico.

[0016] Algunos anticuerpos comprenden una regiéon variable de cadena pesada
madura humanizada que tiene una secuencia de amino&cidos idéntica al menos en un
95% a cualquiera de las SEQ ID NO: 76-80 y SEQ ID NO: 90-91, y una region variable
de cadena ligera madura humanizada que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica
al menos en un 90% a cualquiera de las SEQ ID NO: 83-85.

[0017] Algunos anticuerpos comprenden una regién variable de cadena pesada
madura humanizada que tiene una secuencia de aminoéacidos idéntica al menos en un
95% a cualquiera de SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 146-148, y una regién variable de
cadena ligera madura humanizada que tiene un aminoacido secuencia al menos 90%
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NO: 93-145.

[0018] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VH esta ocupada por el aminoacido especificado: H93 est4 ocupada por Sy H94
estd ocupada por T. En algunos anticuerpos, las posiciones H93 y H94 estan ocupadas
por Sy T, respectivamente. En algunos anticuerpos, la posicion H91 en la regién VH esta
ocupada por F.

[0019] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VH esta ocupada por el aminoacido especificado: H1 est4 ocupada por E, H5 esta

ocupada por V, H11 estéa ocupada por V, H20 esta ocupada |, H23 est4 ocupada por K,
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H38 estd ocupada por R, H42 esta ocupada por G, H43 estd ocupada por K, H66 esta
ocupada por R, H75 esta ocupada por T, H76 esta ocupada por D, H81 esta ocupada
por E, H108 esta ocupada por L, H109 esta ocupada por V.En algunos anticuerpos, las
posiciones H1, H5, H11, H20, H23, H38, H42, H43, H66, H75, H76, H81, H108 y H109
en la region VH estan ocupadas por E, V, V, |, K, R, G, K, R, T, D, E, Ly V,
respectivamente.

[0020] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VH esta ocupada por el aminoacido especificado: H17 esta ocupada por T, H80
estd ocupada por M, H83 esta ocupada por R. En algunos anticuerpos, las posiciones
H17, H80 y H83 en la region VH estan ocupadas por T, M y R, respectivamente.

[0021] En algunos anticuerpos, la posicién H58 en la regién VH esta ocupada por

[0022] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VH esté ocupada por el aminoacido como se especifica: H28 esta ocupada por T,
H67 esta ocupada por V. En algunos anticuerpos, las posiciones H28 y H67 en la regién
VH estan ocupadas por T y V, respectivamente.

[0023] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VH esta ocupada por el aminoacido especificado: H54 esta ocupada por D, H56
esta ocupada por E. En algunos anticuerpos, las posiciones H54 y H56 en la region VH
estan ocupadas por D y E, respectivamente.

[0024] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VH esta ocupada por el amino4cido especificado: H1 esta ocupada por Q o E, H5
esta ocupada por Q o V, H11 esta ocupada por L o V, H17 esta ocupada por So T, H20
esta ocupada por L o I, H23 esta ocupada por T o K, H28 esta ocupada por No T, H38
esta ocupada por K o R, H42 esta ocupada por E 0 G, H43 esta ocupada por Q o K, H54
estd ocupada por N o D, H56 esta ocupada por D o E, H58 esta ocupada por V o |, H60
esta ocupada por D o E, H66 est4 ocupada por K o R, H67 esta ocupada por A o V, H75
esta ocupada ocupado por S o T, H76 esta ocupada por N o D, H80 esta ocupada por L
0 M, H81 esta ocupada por Q o E, H82c esta ocupada por L o V, H83 esta ocupada por
T o R, H91 esta ocupada por F o Y, H93 esta ocupada por S, H94 esta ocupada por T,
H108 esta ocupada por T o L, H109 esta ocupada por L o V.
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[0025] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VH esta ocupada por el aminoacido especificado: H10 esta ocupada por E o D,
H12 esta ocupada por K 0 V, H13 esta ocupada por K o R, H17 esta ocupada por T, L o
S, H24 esta ocupada por V o A, H27 esta ocupada por F 0 Y, H28 esta ocupada por N o
T, H29 esta ocupada por | o F, H30 est4 ocupada por K o T, H38 est4 ocupada por Q o
R, H40 estd ocupada por A o R, H42 esta ocupada por G o E, H43 esta ocupada por K
0 Q, H48 est4 ocupada por M o |, H51 esta ocupada por V o |, H54 esta ocupada por N
o D, H60 esta ocupada por D, A o E, H61 esta ocupada por P o E, H66 esta ocupada por
R o K, H67 esta ocupada por V o A, H76 esta ocupada por D o N, H80 esta ocupada por
M o L, H81 esta ocupada por E 0 Q, H82a est& ocupada por S o G, H82c esta ocupada
por L o V, H83 esta ocupada por T o R, H91 esta ocupada por Y o F, H93 est4 ocupada
por A o S, H102 esta ocupada por F o Y, H108 esta ocupada por T o L, H109 esta
ocupada por Lo V.

[0026] En algunos anticuerpos, las posiciones H91, H93 y H94 en la region VH
estan ocupadas por F, Sy T, respectivamente.

[0027] En algunos anticuerpos, las posiciones H1, H5, H11, H20, H23, H38, H42,
H43, H66, H75, H76, H81, H91, H93, H94, H108 y H109 en la region VH estan ocupadas
por E,V,V, |, KR, G K R, T,D,E, F, S, T, Ly YV, respectivamente. En algunos
anticuerpos, las posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23, H38, H42, H43, H58, H66, H75,
H76, H80, H81, H83, H93, H94, H108 y H109 en la regién VH estan ocupadas por E, V,
V, , LK, R, G, K, I, R, T, D, M, E, R, S, T, L yV, respectivamente. En algunos
anticuerpos, las posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23, H28, H38, H42, H43, H58, H66,
H67, H75, H76, H80, H81, H83, H93, H94, H108 y H109 en la region VH estan ocupadas
porE,V,V, T, LK, T,R,G, K, ,R,V, T,D, M, E, R, S, T, Ly V, respectivamente. En
algunos anticuerpos, las posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23, H28, H38, H42, H43,
H54, H56, H58, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, H93, H94, H108, y H109 en la
region VH estan ocupadas porE, V, V, T,,K, T,R,G,K,D,E, I, R,V,T,D, M, E, R, S,
T, Ly YV, respectivamente.

[0028] En algunos anticuerpos, las posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23, H28,
H38, H42, H43, H54, H56, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, H91, H93, H94, H108,
y H109 en la region VH estan ocupadas porE, V,V, T,I,K, T,R, G, K, D, E, R, V, T, D,
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M,E,R,F, S, T, LyYV, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones H1, H5,
H11, H17, H20, H23, H28, H38, H42, H43, H54, H56, H66, H67, H75, H76, H80, H81,
H83, H93, H94, H108 y H109 en la region VH estan ocupadas por E, V, V, T, I, K, T, R,
G, KDER,V,T,D,MER,S,T,LYV, respectivamente.

[0029] En algunos anticuerpos, la posicion H60 esta ocupada por E. En algunos
anticuerpos, la posicion H82C estd ocupada por V. En algunos anticuerpos, las
posiciones H60, H80, H81, H82c y H83 estan ocupadas por E, M, E, V y R,
respectivamente.

[0030] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VL esta ocupada por el aminoacido especificado: L7 esta ocupada por S, L10 esta
ocupada por S, L15 esta ocupada por L, L83 estd ocupada por V, L86 esta ocupada por
Y y L106 esta ocupada por I. En algunos anticuerpos, las posiciones L7, L10, L15, L83,
L86 y L106 estan ocupadas por S, S, L, V, Y e Y, respectivamente.

[0031] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VL esta ocupada por el aminoacido especificado: L7es To S,L10esTo S, L15
esloL,L17esQoE,L24esKoR,L37esL0Q,L45esKoR,L47es L, G, N, D, E,
P, T, S0A L48es|l,GoD,L49esYO0E,L50esL,E,D,G,oV,L52esSo0G,L54es
L,D,G,NE, QK R, T,VoS5,L83esLoV,L86esHOY,L100esA0Q,L106esL o
l.

[0032] En algunos anticuerpos, al menos una de las siguientes posiciones en la
region VL esta ocupada por el aminoacido especificado: L2esVol,L7esSoT,L12es
PoS,L15esLol,L36esL,L37esL0oQ,L45esRoK,L47esL,G,N,D,E,P, T,So
A, L48es|,GoD,L49esYOE,L50esL,E,D,GoV,L52esS0G, L54esL,D,G,N,
E,Q KR, T,V,L60esDo0S,L100esGo Q

[0033] En algunos anticuerpos, las posiciones L7, L10, L15, L83, L86 y L106 en la
region VL estan ocupadas por S, S, L, V, Y e |, respectivamente. En algunos anticuerpos,
las posiciones L7, L10, L15, L17, L24, L37, L45, L83, L86, L100 y L106 en la region VL
estan ocupadas por S, S, L, E, R, Q, R, V, Y, Q e |, respectivamente.

[0034] En algunos anticuerpos, la posicién L54 esta ocupada por D. En algunos
anticuerpos, la posicion L54 esta ocupada por G. En algunos anticuerpos, la posicion

L54 esta ocupada por N. En algunos anticuerpos, la posicién L54 estd ocupada por E.
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En algunos anticuerpos, la posicion L50 esta ocupada por E. En algunos anticuerpos, la
posicion L54 esta ocupada por Q. En algunos anticuerpos, la posicion L50 esta ocupada
por D. En algunos anticuerpos, la posicion L54 esta ocupada por K. En algunos
anticuerpos, la posicion L54 estd ocupada por R anticuerpos, la posicion L54 esta
ocupada por T. En algunos anticuerpos, la posiciéon L50 esta ocupada por G. En algunos
anticuerpos, la posicion L48 est4 ocupada por G. En algunos anticuerpos, la posicion
L48 esta ocupada por D. En algunos anticuerpos, la posicion L47 esta ocupada por G.
En algunos anticuerpos, la posicion L49 esta ocupada por E. En algunos anticuerpos, la
posicion L54 estd ocupada por V. En algunos anticuerpos, la posicion L54 estd ocupada
por S.

[0035] En algunos anticuerpos, la posicién L52 esta ocupada por G. En algunos
anticuerpos, la posicion L47 esta ocupada por N. En algunos anticuerpos, la posicion L47
estd ocupada por D. En algunos anticuerpos, la posicion L47 esta ocupada por E. En
algunos anticuerpos, la posicién L47 esta ocupada por P. En algunos anticuerpos, la
posicion L47 esta ocupada por T. En algunos anticuerpos, la posicién L47 est4 ocupada
por S. En algunos anticuerpos, la posicion L47 esta ocupada por A. En algunos
anticuerpos, la posicion L50 esta ocupada por V.

[0036] En algunos anticuerpos, las posiciones L37, L50 y L54 estan ocupadas por
Q, Gy R, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37, L50 y L54 estan
ocupadas por Q, G y G, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37,
L52 y L54 estan ocupadas por Q, G y G, respectivamente. En algunos anticuerpos, las
posiciones L37, L52 y L54 estan ocupadas por Q, G y R, respectivamente. En algunos
anticuerpos, las posiciones L37, L52 y L54 estdn ocupadas por Q, G y T,
respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37, L52 y L54 estan ocupadas
por Q, G y D, respectivamente. En algunos anticuerpos, L37 y L54 estan ocupados Q y
R, respectivamente.

[0037] En algunos anticuerpos, las posiciones L37 y L54 estan ocupadas por Q y
G, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37 y L54 estan ocupadas
por Q y D, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37 y L50 estan
ocupadas por Q y G, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37 y L50

estan ocupadas por Q y D, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37
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y L54 estan ocupadas por Q y T, respectivamente. En algunos anticuerpos, las
posiciones L37 y L52 estdn ocupadas por Q y G, respectivamente. En algunos
anticuerpos, las posiciones L37 y L54 estan ocupadas por Q y E, respectivamente. En
algunos anticuerpos, en algunos anticuerpos, las posiciones L37, L50 y L54 estan
ocupadas por Q, D y G, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37,
L50 y L54 estan ocupadas por Q, D y R, respectivamente.

[0038] En algunos anticuerpos, las posiciones L37, L50 y L54 estan ocupadas por
Q, E y G, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37, L50 y L54 estan
ocupadas por Q, E y R, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37,
L50, L54 y L100 estan ocupadas por Q, G, R y Q, respectivamente. En algunos
anticuerpos, las posiciones L37, L50, L54 y L100 estan ocupadas por Q, G, Gy Q,
respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37, L52, L54 y L100 estan
ocupadas por Q, G, Ry Q, respectivamente. En algunos anticuerpos, las posiciones L37,
L52, L54 y L100 estan ocupadas por Q, G, D y Q, respectivamente. En algunos
anticuerpos, las posiciones L37, L50, L54 y L100 estan ocupadas por Q, D, Gy Q,
respectivamente. En algunos anticuerpos, posiciones L37, L50, L54 y L100 estan
ocupados por Q, D, Ry Q, respectivamente.

[0039] En algunos anticuerpos, las posiciones L37, L50, L54 y L100 estan
ocupadas por Q, V, Dy Q, respectivamente. En algunos anticuerpos, la posicion L37 esta
ocupada por Q. En algunos anticuerpos, la posicion L100 esta ocupada por Q.

[0040] En algunos anticuerpos, la region variable de la cadena pesada madura
tiene una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 76-80 y SEQ ID
NO: 90-91 y la region variable de la cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoéacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 83-85. En algunos anticuerpos, la region
variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 146-148 y la regioén variable de cadena ligera madura
tiene una secuencia de aminoécidos de cualquiera de SEQ ID NO: 93-145.

[0041] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 76 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83. En algunos anticuerpos,

la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 76 y la region variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 84. En algunos anticuerpos, la regién variable de cadena
pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 76 y la region
variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
85.

[0042] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83. En algunos anticuerpos,
la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 77 y la regién variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 84. En algunos anticuerpos, la regién variable de cadena
pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77 y la region
variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
85.

[0043] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 78 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83. En algunos anticuerpos,
la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoécidos de
SEQ ID NO: 78 y la region variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 84. En algunos anticuerpos, la region variable de cadena
pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 78 y la region
variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
85.

[0044] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83. En algunos anticuerpos,
la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 79 y la region variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 84. En algunos anticuerpos, la region variable de cadena

pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79 y la region
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variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
85.

[0045] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83. En algunos anticuerpos,
la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 80 y la region variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 84. En algunos anticuerpos, la region variable de cadena
pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80 y la region
variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
85.

[0046] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 90 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83. En algunos anticuerpos,
la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 90 y la region variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 84. En algunos anticuerpos, la region variable de cadena
pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 90 y la region
variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
85.

[0047] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 91 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83. En algunos anticuerpos,
la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 91 y la regién variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 84. En algunos anticuerpos, la region variable de cadena
pesada madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 91 y la region
variable de cadena ligera madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
85.

[0048] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene

una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y la region variable de cadena ligera
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madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 122. En algunos
anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 18 y la region variable de cadena ligera madura tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 123.

[0049] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 146 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 122.

[0050] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminocidos de SEQ ID NO: 121. En algunos
anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 18 y la region variable de cadena ligera madura tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 110.

[0051] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y la regién variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 94.

[0052] En algunos anticuerpos, la region variable de cadena pesada madura tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y la region variable de cadena ligera
madura tiene una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 103.

[0053] Por ejemplo, el anticuerpo puede ser un anticuerpo quimerico, revestido o
humanizado.
[0054] El anticuerpo puede ser un anticuerpo intacto quimérico, revestido o

humanizado o un fragmento de union, un fragmento Fab de cadena simple, un fragmento
Fab'2 o un Fv de cadena simple. Algunos de los anticuerpos tienen un isotipo IgG1
humano, mientras que otros pueden tener un isotipo IgG2 o IgG4 humano. Algunos
anticuerpos tienen la region variable de cadena ligera madura fusionada a una region
constante de cadena ligera y la regién variable de cadena pesada madura fusionada a
una region constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada de
algunos anticuerpos es una forma mutante de una region constante de la cadena pesada
humana natural que ha reducido la unién a un receptor Fcy en relacion con la region

constante de cadena pesada humana natural.
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[0055] En algunos anticuerpos, la region constante de la cadena pesada tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 176. En algunos anticuerpos, la region
variable de cadena pesada madura fusionada a una region constante de cadena pesada
tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 178. Algunos anticuerpos
comprenden ademas un péptido sefial fusionado a la region variable madura de la
cadena pesada y / o ligera. En algunos anticuerpos, la cadena pesada tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 180. En algunos anticuerpos, la regiéon
constante de la cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 177.
En algunos anticuerpos, la regiéon variable de cadena ligera madura se fusiona con una
region constante de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 179. En algunos anticuerpos, la cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 181. En algunos anticuerpos, la cadena pesada tiene una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 178 y la cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 179. En algunos anticuerpos, la cadena pesada tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 180 y la cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 181.

[0056] Algunos anticuerpos pueden tener al menos una mutacion en la regién
constante, como una mutacion que reduce la fijacién o activacion del complemento por
la regién constante, por ejemplo, una mutacién en una o mas de las posiciones 241, 264,
265, 270, 296, 297, 318, 320, 322, 329 y 331 por numeracion de la UE. Algunos
anticuerpos tienen una alanina en las posiciones 318, 320 y 322. Algunos anticuerpos
pueden ser al menos 95% p/p puros. El anticuerpo puede conjugarse con un agente
terapéutico, citotdxico, citostatico, neurotrofico o neuroprotector.

[0057] En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica
gue comprende cualquiera de los anticuerpos descritos en este documento y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

[0058] En otro aspecto, la invencién proporciona un acido nucleico que codifica la
cadena pesada y/o la cadena ligera de cualquiera de los anticuerpos descritos en este
documento, un vector de expresion recombinante que comprende el acido nucleico y una

célula huésped transformada con el vector de expresion recombinante.
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[0059] En algunos acidos nucleicos, la cadena pesada esta codificada por una
secuencia que comprende SEQ ID NO: 182 y la cadena ligera esta codificada por una
secuencia que comprende SEQ ID NO: 183.

[0060] También se proporcionan métodos para producir anticuerpos, tales como
un anticuerpo humanizado, quimérico o recubierto, por ejemplo, formas humanizadas,
quiméricas o recubiertas de 3D6. En tales métodos, las células transformadas con acidos
nucleicos que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo se cultivan para que
las células secreten el anticuerpo. A continuacion, el anticuerpo puede purificarse del
medio de cultivo celular.

[0061] Las lineas celulares que producen cualquiera de los anticuerpos descritos
en este documento se pueden producir mediante la introduccién de un vector que codifica
las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo y un marcador seleccionable en las células,
propagando las células en condiciones para seleccionar las células que tienen un mayor
namero de copias del vector, aislando una sola celdas de las celdas seleccionadas; y
células en banco clonadas a partir de una Unica célula seleccionada en funcion del
rendimiento de anticuerpo.

[0062] En otro aspecto, la invencion comprende un vector que comprende un acido
nucleico que codifica una region variable de cadena pesada madura y una regién variable
de cadena ligera madura vinculada operativamente a una 0 mas secuencias reguladoras
para efectuar la expresion en una célula de mamifero de cualquiera de los anticuerpos
descritos en este documento. En algunos vectores, el anticuerpo expresado es un scFv
o un fragmento Fab. En algunos vectores, las una 0 mas secuencias reguladoras
incluyen una o mas de un promotor, potenciador, sitio de unién a ribosoma y sefal de
terminacion de la transcripcion. En algunos vectores, el acido nucleico codifica ademas
péptidos sefal fusionados con las regiones variables maduras de cadena pesada y
ligera. En algunos vectores, el acido nucleico tiene codones optimizados para la
expresidon en una célula huésped. En algunos vectores, una o mMAas secuencias
reguladoras incluyen un promotor eucariota. En algunos vectores, el acido nucleico
codifica ademas un gen seleccionable.

[0063] En otro aspecto mas, la invencién proporciona métodos para expresar un

anticuerpo en una célula de mamifero que comprenden incorporar los 4cidos nucleicos
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descritos en este documento en el genoma de un animal transgénico, mediante el cual
se expresa el anticuerpo.

[0064] En otro aspecto mas, la invencion proporciona vectores primero y segundo
gue comprenden respectivamente acidos nucleicos que codifican una region variable de
cadena pesada madura y una regién variable de cadena ligera madura, cada uno unido
operativamente a una 0 mas secuencias reguladoras para efectuar la expresion de
cualquiera de los anticuerpos descritos en este documento, y una célula huésped que
comprende los acidos nucleicos. En algunos primeros y segundos vectores, los acidos
nucleicos codifican ademas respectivamente una region constante de cadena pesada
fusionada a la region variable de cadena pesada madura y una regién constante de
cadena ligera fusionada a la region variable de cadena ligera madura. En algunos
primeros y segundos vectores, la regidn constante de la cadena pesada tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 176 con o sin la lisina C-terminal y la region constante de la
cadena ligera tiene la secuencia de SEQ ID NO: 177.

[0065] En otro aspecto mas, la invencién proporciona métodos para expresar un
anticuerpo en una ceélula de mamifero que comprenden incorporar cualquiera de los
acidos nucleicos descritos en el presente documento en el genoma de un animal
transgénico, mediante el cual se expresa el anticuerpo.

[0066] También se proporcionan métodos para producir anticuerpos, tales como
un anticuerpo humanizado, quimérico o recubierto. En tales métodos, las células
transformadas con acidos nucleicos que codifican las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo de cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente documento se
cultivan de modo que las células secreten el anticuerpo. A continuacion, el anticuerpo
puede purificarse del medio de cultivo celular.

[0067] Las lineas celulares que producen cualquiera de los anticuerpos descritos
en el presente documento se pueden producir mediante la introduccion de un vector que
codifica las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo de la reivindicacién 1 y un marcador
seleccionable en las células, propagando las células en condiciones para seleccionar las
células que tienen un mayor niamero de copias del vector, aislando células individuales
de las células seleccionadas y almacenando células clonadas a partir de una Unica célula

seleccionada en funcion del rendimiento de anticuerpo.



10

15

20

25

30

17 de 201

[0068] Algunas células pueden propagarse en condiciones selectivas y
seleccionarse en busca de lineas celulares que expresen y secreten naturalmente al
menos 100 mg/L/108 células/24 horas. Las células individuales se pueden aislar de las
células seleccionadas. Las células clonadas a partir de una Unica célula pueden
almacenarse. Pueden seleccionarse células individuales basandose en propiedades
deseables, como el rendimiento del anticuerpo. Las lineas celulares ejemplares son
lineas celulares que expresan 3D6 o versiones humanizadas de 3D6.

[0069] La invencion también proporciona métodos para inhibir o reducir la
agregacion de tau en un sujeto que tiene o esta en riesgo de desarrollar una amiloidosis
mediada por tau, que comprende administrar al sujeto un régimen eficaz de un anticuerpo
descrito en el presente documento, inhibiendo o reduciendo asi la agregacién de tau en
el sujeto. Los anticuerpos ejemplares incluyen versiones humanizadas de 3D6.

[0070] También se proporcionan métodos para tratar o realizar la profilaxis de una
enfermedad relacionada con tau en un sujeto, que comprende administrar un régimen
eficaz de un anticuerpo descrito en el presente documento y, por lo tanto, tratar o efectuar
la profilaxis de la enfermedad. Ejemplos de tales enfermedades son la enfermedad de
Alzheimer, el sindrome de Down, el deterioro cognitivo leve, la tauopatia primaria
relacionada con la edad, el parkinsonismo postencefalitico, la demencia postraumatica o
la demencia pugilistica, la enfermedad de Pick, la enfermedad de Niemann-Pick tipo C,
la pardlisis supranuclear, la demencia frontotemporal, la degeneracion frontotemporal
lobar, grano argirofilico, tauopatia glial globular, esclerosis lateral amiotréfica/complejo
de demencia de parkinsonismo de Guam, degeneracién corticobasal (CDB), demencia
con cuerpos de Lewy, variante de cuerpo de Lewy de la enfermedad de Alzheimer
(LBVAD), encefalopatia traumatica cronica (CTE), tauopatia globular (GGT), o paralisis
supranuclear progresiva (PSP). En algunos métodos, la enfermedad relacionada con la
tau es la enfermedad de Alzheimer. En algunos métodos, el paciente es portador de
ApoE4.

[0071] También se proporcionan métodos para reducir la transmision aberrante de
tau que comprenden administrar un régimen eficaz de un anticuerpo descrito en el

presente documento y reducir asi la transmision de tau.
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[0072] También se proporcionan métodos para inducir la fagocitosis de tau que
comprenden administrar un régimen eficaz de un anticuerpo descrito en el presente
documento y de ese modo inducir la fagocitosis de tau.

[0073] También se proporcionan métodos para inhibir la agregacion o deposicion
de tau que comprenden administrar un régimen eficaz de un anticuerpo descrito en el
presente documento inhibiendo de ese modo la agregacién o deposicion de tau.

[0074] También se proporcionan métodos para inhibir la formacién de ovillos de
tau que comprenden administrar un régimen eficaz de un anticuerpo descrito en el
presente documento.

[0075] La invencion también proporciona un método para detectar depdsitos de
proteina tau en un sujeto que tiene o esta en riesgo de padecer una enfermedad asociada
con la agregacion o deposicion de tau que comprende administrar a un sujeto un
anticuerpo descrito en este documento y detectar el anticuerpo unido a tau en el sujeto.
Ejemplos de una enfermedad de este tipo son la enfermedad de Alzheimer, el sindrome
de Down, el deterioro cognitivo leve, la tauopatia primaria relacionada con la edad, el
parkinsonismo postencefalitico, la demencia postraumatica o la demencia pugilistica, la
enfermedad de Pick, la enfermedad de Niemann-Pick tipo C, la paralisis supranuclear, la
demencia frontotemporal, la degeneracion frontotemporal lobar, grano argirofilico,
tauopatia glial globular, esclerosis lateral amiotrofica/complejo de demencia de
parkinsonismo de Guam, degeneracion corticobasal (CDB), demencia con cuerpos de
Lewy, variante de cuerpo de Lewy de la enfermedad de Alzheimer (LBVAD),
encefalopatia traumatica cronica (CTE), tauopatia globular (GGT), o paralisis
supranuclear progresiva (PSP). En algunas modalidades, el anticuerpo se administra
directamente al cerebro del sujeto mediante inyeccion intracraneal o perforando un
agujero a través del craneo del sujeto. En algunas modalidades, el anticuerpo esta
marcado. En algunas modalidades, el anticuerpo estd marcado con una etiqueta
fluorescente, una etiqueta paramagnética o una etiqueta radioactiva. En algunas
modalidades, la etiqueta radioactiva se detecta mediante tomografia por emision de
positrones (PET) o tomografia computarizada por emision de fotén unico (SPECT).

[0076] La invencién también proporciona un método para medir la eficacia del

tratamiento en un sujeto que esté siendo tratado por una enfermedad asociada con la
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agregacion o deposicion de tau, que comprende medir un primer nivel de depdsitos de
proteina tau en el sujeto antes del tratamiento administrando a un sujeto un anticuerpo
descrito en este documento, y detectando una primera cantidad del anticuerpo unido a
tau en el sujeto, administrando el tratamiento al sujeto, midiendo un segundo nivel de
depdsitos de proteina tau en el sujeto después del tratamiento administrando a un sujeto
el anticuerpo, y detectar el anticuerpo unido a tau en el sujeto, en donde una disminucion
en el nivel de depdsitos de proteina tau indica una respuesta positiva al tratamiento.

[0077] La invencién también proporciona un método para medir la eficacia del
tratamiento en un sujeto que esta siendo tratado por una enfermedad asociada con la
agregacion o deposicion de tau, que comprende medir un primer nivel de depdsitos de
proteina tau en el sujeto antes del tratamiento administrando a un sujeto un anticuerpo
descrito en este documento, y detectar una primera cantidad de anticuerpo unido a tau
en el sujeto, administrar el tratamiento al sujeto, medir un segundo nivel de depdésitos de
proteina tau en el sujeto después del tratamiento administrando a un sujeto el anticuerpo
y detectar una segunda cantidad de anticuerpo unido a tau en el sujeto, en donde ningun
cambio en el nivel de depdsitos de proteina tau 0 un pequefio aumento en los depositos
de proteina tau indica una respuesta positiva al tratamiento.

[0078] En otro aspecto, la invencidon proporciona métodos para producir un
anticuerpo que se une especificamente a la tau humana en un epitopo dentro de un
motivo de formula KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO: 191) o KIGSLDNITH (SEQ ID NO:
194) que comprende inmunizar un animal con tau humana o un fragmento de la misma
para producir anticuerpos y seleccionar un anticuerpo de los anticuerpos producidos que
se una especificamente al motivo. En otro aspecto, la invencion proporciona métodos
para producir un anticuerpo que se une especificamente a un péptido que consiste en
los residuos KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO: 191) o KIGSLDNITH (SEQ ID NO: 194)
gue comprenden inmunizar a un animal con tau o un fragmento de la misma para producir
anticuerpos y cribado de un anticuerpo de los anticuerpos producidos que se une
especificamente al péptido. En otro aspecto, la invencidon proporciona métodos para
producir un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo que comprende
KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO: 191) que comprende inmunizar un animal con tau o un

fragmento del mismo, y cribar anticuerpos que especificamente unirse al epitopo.
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[0079] En algunos métodos, el animal se inmuniza con tau humana de 383
aminoécidos (4RON). En algunos métodos, la tau humana contiene una mutacion P301S.
En algunos métodos, la tau humana esta etiquetada con His en el extremo N-terminal
recombinante.

[0080] En algunos métodos, el cribado determina la union especifica entre los
anticuerpos y uno o mas péptidos de hasta 15 aminoacidos que comprenden
KIGSTENLKH (SEQ ID NO: 188), KCGSKDNIKH (SEQ ID NO: 192), KCGSLGNIHH
(SEQ ID NO: 193) respectivamente o cualquier otro motivo consenso representado por
KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO: 191). En algunos métodos, los uno o mas péptidos
comprenden KIGSTENLKH (SEQ ID NO: 188) o KCGSKDNIKH (SEQ ID NO: 192) o
KCGSLGNIHH (SEQ ID NO: 193) respectivamente. En algunos métodos, el animal se
inmuniza con un fragmento tau de hasta 15 aminoacidos que comprende
KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO: 191), unido a un portador. En algunos métodos, el
péptido es KIGSTENLKH (SEQ ID NO: 188) o KCGSKDNIKH (SEQ ID NO: 192) o
KCGSLGNIHH (SEQ ID NO: 193).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0081] La Figura 1 representa los resultados de experimentos disefiados para
mapear el(los) epitopo(s) unidos por el anticuerpo monoclonal 3D6 murino.

[0082] La Figura 2 representa una alineacién de regiones variables de cadena
pesada del anticuerpo 3D6 de ratén (SEQ ID NO: 7) y versiones humanizadas del
anticuerpo  3D6 (hu3D6VHvbl, hu3D6VHvb2, hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4,
hu3D6VHvb5, hu3D6VHvb6, y hu3D6VHvb7) con secuencia de region variable de
cadena pesada de la linea germinal humana IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25) y con la
secuencia de regién variable de cadena pesada del aceptor humano 2RCS VH hFrwk
(SEQ ID NO: 75). hu3D6VHvb1 es la SEQ ID NO: 76, hu3D6VHvb2 es la SEQ ID NO:
77, hu3D6VHvb3 es la SEQ ID NO: 78, hu3D6VHvb4 es la SEQ ID NO: 79, hu3D6VHvb5
es la SEQ ID NO: 80, hu3D6VHVHvVb6 es la SEQ ID NO: 90, hu3D6VHvb7 es la SEQ ID
NO: 91. Los CDR definidos por el compuesto de Kabat/Chothia estan en negrita.
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[0083] La Figura 3 representa una alineacién de las regiones variables de la
cadena ligera del anticuerpo 3D6 de ratén (SEQ ID NO: 11) y versiones humanizadas
del anticuerpo 3D6 (hu3D6VLvb1l, hu3D6VLvb2 y hu3D6VLvb3) con la secuencia de la
region variable de la cadena ligera de la linea germinal humana IGKV2- 30 * 02 (SEQ ID
NO: 27) y con el aceptador humano ARX71335 VL _hFrwk (SEQ ID NO: 82).
hu3D6VLvb1 es la SEQ ID NO: 83, hu3D6VLvb2 es la SEQ ID NO: 84 y hu3D6VLvb3 es
la SEQ ID NO: 85. Los CDR definidos por Kabat estan en negrita.

[0084] Las Figuras 4A, 4B y 4C representan los resultados de los ensayos de
seleccién ELISA para anticuerpos monoclonales anti-tau de ratén seleccionados.

[0085] La Figura 5 representa la cinética de union para anticuerpos anti-tau
monoclonales de ratén seleccionados para tau humana recombinante.

[0086] La Figura 6 muestra los resultados de los ensayos de bloqueo funcional
para anticuerpos monoclonales anti-tau de ratdn seleccionados.

[0087] La Figura 7 representa los resultados de los ensayos de desagregacion
para anticuerpos monoclonales anti-tau de raton seleccionados.

[0088] La Figura 8 muestra los resultados de experimentos que muestran el tau de
inmunocaptura 3D6 y 5G8 del tejido de la enfermedad de Alzheimer humano.

[0089] Las Figuras 9A y 9B muestran alineaciones de la region variable de la
cadena pesada de 3D6 murino (SEQ ID NO: 7) y de versiones humanizadas del
anticuerpo  3D6  (hu3D6VHvbl, hu3D6VHvb2, hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4,
hu3D6VHvb5, hu3D6VHvb6, hu3D6VHvb7, hu3D6VHvV1bAl1l, h3D6VHvVb8 vy
h3D6VHvb9) con la secuencia de la region variable de la cadena pesada de la linea
germinal humana IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25) y con la secuencia de la region
variable de la cadena pesada del aceptor humano 2RCS VH hFrwk (SEQ ID NO: 75).
hu3D6VHvb1 es la SEQ ID NO: 76, hu3D6VHvb2 es la SEQ ID NO: 77, hu3D6VHvb3 es
la SEQ ID NO: 78, hu3D6VHvb4 es la SEQ ID NO: 79, hu3D6VHvb5 es la SEQ ID NO:
80, hu3D6VHvb6 es la SEQ ID NO: 90, hu3D6VHvb7 es la SEQ ID NO: 91,
hu3D6VHvV1bAll esla SEQ ID NO: 18, h3D6VHvb8 es la SEQ ID NO: 146 y h3D6VHvbh9
es la SEQ ID NO: 148. Los residuos idénticos a los de la region variable de la cadena
pesada de 3D6 murino (SEQ ID NO: 7) se indican con “.”. Las CDR definidas por el
Compuesto de Kabat/Chothia estan en negritas.
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[0090] Las figuras 10A, 10B, 10C y 10D muestran alineaciones de la regién
variable de la cadena ligera de versiones humanizadas del anticuerpo 3D6: hu3D6VLv2
(SEQ ID NO:21), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID
NO:103), hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3D6VLv2 L54G (SEQ ID NO:94),
hu3D6VLVv2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54K (SEQ ID NO:100), hu3D6VLv2
L54R (SEQ ID NO:101), hu3D6VLVv2 L54T (SEQ ID NO:102), hu3D6VLv2 L37Q_L50G
(SEQ ID NO:128), hu3D6VLv2 L37Q_L50D (SEQ ID NO:129), hu3D6VLVv2 L37Q_S52G
(SEQ ID NO:131), hu3D6VLV2 L37Q_L54G (SEQ ID NO:126), hu3D6VLv2 L37Q_L54R
(SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q_L54T (SEQ ID NO:130), hu3D6VLv2 L37Q_L54D
(SEQ ID NO:127), hu3D6VLv2 L37Q L54E (SEQ ID NO:145), hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54R (SEQ ID NO:119), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G (SEQ ID NO:120),
hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54R (SEQ ID NO:133), hu3D6VLv2 L37Q_L50D _L54G (SEQ
ID NO:132), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D (SEQ ID NO:124), hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54G (SEQ ID NO:121), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54T (SEQ ID NO:123),
hu3D6VLv2 L37Q _S52G L54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2
L37Q_L50D_L54G_G100Q (SEQ ID NO:140), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54R_G100Q
(SEQ ID NO:141), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G_G100Q (SEQ ID NO:137),
hu3D6VLv2 L37Q _L50G_L54R_G100Q (SEQ ID NO:136), hu3D6VLv2
L37Q _L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D_G100Q
(SEQ ID NO:139), y hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54R_G100Q (SEQ ID NO:138). Los
residuos idénticos a los de la regién variable de cadena ligera de hu3D6VLv2 (SEQ ID
NO: 21) se indican con “.”. Las CDR definidas por Rabat estan en negritas.

[0091] La Figura 11 muestra los resultados del ensayo de internalizacion de tau
para variantes de 3D6 humanizadas seleccionadas.

[0092] Las Figuras 12A y 12B muestran los resultados de experimentos de
microseries de mapeo de sustitucion. La Figura 12A muestra un grafico del efecto de
sustitucion, y la Figura 12B muestra una alineacién de porciones de las repeticiones de
unidn de microtubulos de tau con residuos importantes para la union de 3D6. Los aa 255-
271 resaltados son SEQ ID NO: 184, los aa 286-302 son SEQ ID NO: 185, los aa 317-
333 son SEQ ID NO: 186, y los aa 349-365 son SEQ ID NO: 187.
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[0093] La Figura 13 muestra los resultados de los experimentos de
inmunohistoquimica que muestran que 3D6 se une atau en tejido normal (panel superior)
y de la enfermedad de Alzheimer (paneles central e inferior).

[0094] La Figura 14 muestra los resultados de los experimentos de espectrometria
de masas para evaluar la union de estequiometria de 3D6.

[0095] La Figura 15 muestra que 3D6 interrumpe la siembra de tau en un modelo
de enfermedad in vivo de enfermedad de Alzheimer.

[0096] La Figura 16 muestra que las variantes humanizadas 3D6
hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLv2 y hu3D6VHV1bA11/L2-DIM4 bloguean la interaccién entre
tau y heparina.

[0097] La Figura 17 muestra que las variantes humanizadas 3D6
hu3D6VHvV1bA11/hu3D6VLV2 y hu3D6VHV1bA11/L2-DIM4 se unen a formas fibrilares
de tau.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

[0098] SEQ ID NO:1 establece la secuencia de aminoacidos de una tau humana
isoforme (Prot. Suizo P10636-8).

[0099]SEQ ID NO:2 establece la secuencia de aminoacidos de una tau humana
isoforme (Prot. Suizo P10636-7).

[00100] SEQ ID NO:3 establece la secuencia de aminoacidos de una tau humana
isoforme (Prot. Suizo P10636-6), (4RON human tau).

[00101] SEQ ID NO:4 establece la secuencia de aminoacidos de una tau humana
isoforme (Prot. Suizo P10636-5)

[00102] SEQ ID NO:5 establece la secuencia de aminoacidos de una tau humana
isoforme (Prot. Suizo P10636-4).

[00103] SEQ ID NO:6 establece la secuencia de aminoacidos de una tau humana
isoforme (Prot. Suizo P10636-2).

[00104] SEQ ID NO: 7 establece la secuencia de aminoé&cidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 de raton.

[00105] SEQ ID NO: 8 establece la secuencia de aminoacidos de Kabat/Chothia
composite CDR-H1 del anticuerpo 3D6 de ratén.

[00106] SEQ ID NO:9 establece la secuencia de aminoacidos de Kabat CDR-H2 del
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anticuerpo 3D6 de raton.

[00107] SEQ ID NO: 10 establece la secuencia de aminoéacidos de Kabat CDR-H3
del anticuerpo 3D6 de raton.

[00108] SEQID NO: 11 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena ligera del anticuerpo 3D6 de raton y del anticuerpo 6A10 de raton.

[00109] SEQ ID NO: 12 establece la secuencia de amino&cidos de Kabat CDR-L1
del anticuerpo 3D6 de ratén y del anticuerpo 6A10 de raton.

[00110] SEQ ID NO: 13 establece la secuencia de aminoacidos de Kabat CDR-L2
del anticuerpo 3D6 de ratén y del anticuerpo 6A10 de raton.

[00111] SEQ ID NO: 14 establece la secuencia de amino&cidos de Kabat CDR-L3
del anticuerpo 3D6 de ratén y del anticuerpo 6A10 de raton.

[00112] SEQ ID NO:15 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHvV1.

[00113] SEQ ID NO:16 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv2.

[00114] SEQ ID NO:17 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv1b.

[00115] SEQ ID NO:18 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv1bA11.

[00116] SEQ ID NO:19 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHV5:

[00117] SEQ ID NO:20 establece la secuencia de amino&cidos de la regidn variable
de cadena ligera del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VLv1.

[00118] SEQ ID NO:21 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena ligera del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VLv2.

[00119] SEQ ID NO:22 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena ligera del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VLv3.

[00120] SEQ ID NO:23 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena ligera del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VLv4.

[00121] SEQ ID NO:24 establece la secuencia de aminoacidos del aceptor variable
de cadena pesada Acc.No. BAC01986.1.
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[00122] SEQ ID NO:25 establece la secuencia de aminoacidos del aceptor variable
de cadena pesada Acc.No. IMGT No. IGHV1-69-2*01.

[00123] SEQ ID NO:26 establece la secuencia de aminoacidos del aceptor variable
de cadena pesada Acc.No. IMGT No. IGKJ1*01.

[00124] SEQ ID NO:27 establece la secuencia de aminoacidos del aceptor variable
de cadena ligera Acc. No. IMGT No. IGKV2-30*02

[00125] SEQ ID NO:28 establece la secuencia de aminoéacidos del aceptor variable
de cadena ligera Acc. No. IMGT No. IGKJ2*01.

[00126] SEQ ID NO:29 establece la secuencia de aminoacidos del aceptor variable
de cadena ligera Acc. No. AAZ09048.1.

[00127] SEQ ID NO: 30 establece una secuencia de acido nucleico que codifica la
region variable de cadena pesada del anticuerpo 3D6 de raton.

[00128] SEQ ID NO: 31 establece una secuencia de acido nucleico que codifica la
region variable de cadena ligera del anticuerpo 3D6 de ratén.

[00129] SEQ ID NO: 32 establece la secuencia de aminoacidos de Kabat CDR-H1
del anticuerpo 3D6 de raton.

[00130] SEQ ID NO: 33 establece la secuencia de aminoacidos de Chothia CDR-
H1 del anticuerpo 3D6 de raton.

[00131] SEQ ID NO: 34 establece la secuencia de aminoacidos de Chothia CDR-
H2 del anticuerpo 3D6 de raton.

[00132] SEQ ID NO: 35 establece la secuencia de aminoacidos de AbM CDR-H2
del anticuerpo 3D6 de ratén.

[00133] SEQ ID NO: 36 establece la secuencia de aminoacidos de Contact CDR-
L1 del anticuerpo 3D6 de raton.

[00134] SEQ ID NO: 37 establece la secuencia de aminoacidos de Contact CDR-
L2 del anticuerpo 3D6 de raton.

[00135] SEQ ID NO: 38 establece la secuencia de aminoacidos de Contact CDR-
L3 del anticuerpo 3D6 de raton.

[00136] SEQ ID NO: 39 establece la secuencia de aminoacidos de Contact CDR-
H1 del anticuerpo 3D6 de raton.

[00137] SEQ ID NO: 40 establece la secuencia de aminoacidos de Contact CDR-
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H2 del anticuerpo 3D6 de raton.

[00138] SEQ ID NO: 41 establece la secuencia de aminoacidos de Contact CDR-
H3 del anticuerpo 3D6 de raton.

[00139] SEQ ID NO: 42 establece la secuencia de aminoacidos de un Compuesto
de Kabat-Chothia alterno CDR-H1 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en
hu3D6VHvV5, hu3D6VHV1bA11B6G2, hu3D6VHV1bA11B6H3, hu3D6VHvle, vy
hu3D6VHv1f).

[00140] SEQ ID NO: 43 establece la secuencia de aminoacidos de un Kabat alterno
CDR-H2 de un anticuerpo 3D6 humanizado (derivado de hu3D6VHV5 vy
hu3D6VHvV1bA11B6H3).

[00141] SEQ ID NO:44 establece la secuencia de aminoacidos de consenso entre
las regiones variables de cadena pesada del 3D6 de raton y los anticuerpos 3D6
humanizados seleccionados (VHv1l, VHv2, VHv1lb, VHv1bAll, y VHv5) (marcados
“Mayoria” en la Figura 2 de PCT/IB2017/052544).

[00142] SEQ ID NO:45 establece la secuencia de aminoacidos de consenso entre
las regiones variables de cadena ligera del 3D6 de raton y anticuerpos 3D6 humanizados
seleccionados (marcados “Mayoria” en la Figura 3 de PCT/IB2017/052544).

[00143] SEQ ID NO:46 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv1bA11B6G2.

[00144] SEQ ID NO:47 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv1bA11B6H3.

[00145] SEQ ID NO:48 establece la secuencia de amino&cidos de la regidn variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHvlc.

[00146] SEQ ID NO:49 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv1d.

[00147] SEQ ID NO:50 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHvle.

[00148] SEQ ID NO:51 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHvVL1f.

[00149] SEQ ID NO:52 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable

de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv3.
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[00150] SEQ ID NO:53 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv3b.

[00151] SEQ ID NO:54 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv3c.

[00152] SEQ ID NO:55 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv4.

[00153] SEQ ID NO:56 establece la secuencia de aminoacidos de la regién variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv4b.

[00154] SEQ ID NO:57 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 3D6 humanizado hu3D6VHv4c.

[00155] SEQ ID NO: 58 establece la secuencia de aminoacidos de un Compuesto
de Kabat-Chothia alterno CDR-H1 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en
hu3D6VH1c).

[00156] SEQ ID NO: 59 establece la secuencia de aminoacidos de un Compuesto
de Kabat-Chothia alterno CDR-H1 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en
hu3D6VHv1d, hu3D6VHv3c, y hu3D6VHvA4c).

[00157] SEQ ID NO: 60 establece la secuencia de aminoacidos de un Compuesto
de Kabat-Chothia alterno CDR-H1 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en
hu3D6VHv3b y hu3D6VHv4b).

[00158] SEQ ID NO: 61 establece la secuencia de aminoacidos de un Kabat alterno
CDR-H2 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VHvV1bA11B6G2).

[00159] SEQ ID NO: 62 establece la secuencia de aminoacidos de un Kabat alterno
CDR-H2 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VHvl1c, hu3D6VHv3Db, y
hu3D6VHv4b.

[00160] SEQ ID NO: 63 establece la secuencia de aminoacidos de un Kabat alterno
CDR-H2 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VHvld, hu3D6VHv1f,
hu3D6VHv3c, y hu3D6VHvAC).

[00161] SEQ ID NO: 64 establece la secuencia de aminoacidos de un Kabat alterno
CDR-H2 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VHv1le).

[00162] SEQ ID NO: 65 establece la secuencia de aminoacidos de un Kabat alterno
CDR-H3 de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VHv1f).
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[00163] SEQ ID NO:66 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo 6A10 de raton.

[00164] SEQ ID NO: 67 establece la secuencia de aminoacidos de Kabat/Chothia
composite CDR-H1 del anticuerpo 6A10 de raton.

[00165] SEQ ID NO:68 establece la secuencia de aminoacidos de Kabat CDR-H2
del anticuerpo 6A10 de ratén.

[00166] SEQ ID NO: 69 establece la secuencia de aminoacidos de Kabat CDR-H3
del anticuerpo 6A10 de raton.

[00167] SEQ ID NO:70 establece la secuencia de aminoacidos de la region VH de
anticuerpo de raton (cédigo pdb 1CR9) usada como una plantilla de estructura para la
humanizacion de cadena pesada.

[00168] SEQ ID NO:71 establece la secuencia de aminoacidos de consenso entre
las regiones variables de cadena pesada de los anticuerpos 3D6 humanizados
seleccionados (VHv1, VHv1b, VHv1bAll, VHv1bA11B6G2, VHV1bA11B6H3, VHvlc,
VHv1d, VHvle, VHv1f, VHv2, VHv3, VHv3b, VHv3c, VHv4, VHv4b, VHv4c, y VHV5)
(marcados “Mayoria” en la Figuras 4A y 4B de PCT/IB2017/052544).

[00169] SEQ ID NO: 72 establece la secuencia de aminoacidos de la cadena
pesada de un anticuerpo 3D6 quimérico.

[00170] SEQ ID NO: 73 establece la secuencia de aminoéacidos de la cadena ligera
de un anticuerpo 3D6 quimeérico.

[00171] SEQ ID NO:74 establece la secuencia de aminoacidos del modelo
estructural variable de cadena pesada Acc.No. SMYX-VH_mSt.

[00172] SEQ ID NO:75 establece la secuencia de aminoéacidos del aceptor variable
de cadena pesada Acc.No. 2RCS-VH_huFrwk.

[00173] SEQ ID NO:76 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb1.

[00174] SEQ ID NO:77 establece la secuencia de amino&cidos de la regién variable
de cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb2.

[00175] SEQ ID NO:78 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb3.

[00176] SEQ ID NO:79 establece la secuencia de amino&cidos de la regién variable
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de cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb4.

[00177] SEQ ID NO:80 establece la secuencia de amino&cidos de la regién variable
de cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb5.

[00178] SEQ ID NO:81 establece la secuencia de aminoacidos del modelo
estructural variable de cadena ligera Acc.No. 5SMYX-VL_mSt.

[00179] SEQ ID NO:82 establece la secuencia de aminoéacidos del aceptor variable
de cadena ligera Acc.No. ARX71335-VL_huFrwk.

[00180] SEQ ID NO:83 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena ligera del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VLvb1.

[00181] SEQ ID NO:84 establece la secuencia de amino&cidos de la regién variable
de cadena ligera del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VLvb2.

[00182] SEQ ID NO:85 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena ligera del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VLvb3.

[00183] SEQ ID NO:86 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-H1 de
Compuesto de Kabat-Chothia alterno de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en
hu3D6VHvb4 y hu3D6VHvDb5).

[00184] SEQ ID NO:87 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-H2 de
Kabat alterno de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en hu3D6VHvb3 vy
hu3D6VHvb4).

[00185] SEQ ID NO:88 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-H2 de
Kabat alterno de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en hu3D6VHvb5).

[00186] SEQ ID NO:89 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L1 de
Kabat alterno de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en hu3D6VLvb3).

[00187] SEQ ID NO:90 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb6.

[00188] SEQ ID NO:91 establece la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb7.

[00189] SEQ ID NO:92 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-H2 de
Kabat alterno de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en hu3D6VHvb6 vy
hu3D6VHvb7).

[00190] SEQ ID NO:93 establece la secuencia de amino&cidos de la regién variable
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de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L54D.

[00191] SEQ ID NO:94 establece la secuencia de amino&cidos de la regién variable
de cadena ligera de un hu3D6VLvV2 variante L54G.

[00192] SEQ ID NO:95 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L45N.

[00193] SEQ ID NO:96 establece la secuencia de amino&cidos de la regidn variable
de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L54E.

[00194] SEQ ID NO:97 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L50E.

[00195] SEQ ID NO:98 establece la secuencia de amino&cidos de la regidn variable
de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L54Q.

[00196] SEQ ID NO:99 establece la secuencia de aminoéacidos de la region variable
de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L50D.

[00197] SEQ ID NO:100 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L54K.

[00198] SEQ ID NO:101 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L54R.

[00199] SEQ ID NO:102 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L54T.

[00200] SEQ ID NO:103 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L50G.

[00201] SEQ ID NO:104 establece la secuencia de aminoéacidos de la region
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante 148G.

[00202] SEQ ID NO:105 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante 148D.

[00203] SEQ ID NO:106 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L47G.

[00204] SEQ ID NO:107 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante Y49E.

[00205] SEQ ID NO:108 establece la secuencia de aminoacidos de la region

variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L54V.
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[00206] SEQ ID NO:109 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L54S.

[00207] SEQ ID NO:110 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante S52G.

[00208] SEQ ID NO:111 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L47N.

[00209] SEQ ID NO:112 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L47D.

[00210] SEQ ID NO:113 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L47E.

[00211] SEQ ID NO:114 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L47P.

[00212] SEQ ID NO:115 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L47T.

[00213] SEQ ID NO:116 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L47S.

[00214] SEQ ID NO:117 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L47A.

[00215] SEQ ID NO:118 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L50V.

[00216] SEQ ID NO:119 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L50G_L54R.

[00217] SEQ ID NO:120 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L50G_L54G.

[00218] SEQ ID NO:121 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54G.

[00219] SEQ ID NO:122 establece la secuencia de aminoéacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54R.

[00220] SEQ ID NO:123 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54T.

[00221] SEQ ID NO:124 establece la secuencia de aminoéacidos

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region



10

15

20

25

30

32 de 201

variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54D.
[00222] SEQ ID NO:125 establece la secuencia de aminoéacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L54R.
[00223] SEQ ID NO:126 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L54G.
[00224] SEQ ID NO:127 establece la secuencia de aminoéacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L54D.
[00225] SEQ ID NO:128 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L50G.
[00226] SEQ ID NO:129 establece la secuencia de aminoéacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L50D.
[00227] SEQ ID NO:130 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L54T.
[00228] SEQ ID NO:131 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G.
[00229] SEQ ID NO:132 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q _L50D L54G.
[00230] SEQ ID NO:133 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L50D_L54R.
[00231] SEQ ID NO:134 establece la secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_ L50E_L54G.
[00232] SEQ ID NO:135 establece la secuencia de aminoéacidos
variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L50E_L54R.
[00233] SEQ ID NO:136 establece la secuencia de aminoacidos

variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L50G_L54R_G100Q.

[00234] SEQ ID NO:137 establece la secuencia de aminoacidos

variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_L50G_L54G_G100Q.

[00235] SEQ ID NO:138 establece la secuencia de aminoacidos

variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54R_G100Q.

[00236] SEQ ID NO:139 establece la secuencia de aminoacidos

variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54D_G100Q.
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[00237] SEQ ID NO:140 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un Hu3D6VLv2 variante L37Q_L50D_L54G_G100Q.

[00238] SEQ ID NO:141 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un HuU3D6VLv2 variante L37Q_L50D_L54R_G100Q.

[00239] SEQ ID NO:142 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un HU3D6VLv2 variante L37Q_L50V_L54D_G100Q.

[00240] SEQ ID NO:143 establece la secuencia de aminoacidos de la regién
variable de cadena ligera de un HU3D6VLv2 variante L37Q.

[00241] SEQ ID NO:144 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de un HU3D6VLv2 variante G100Q.

[00242] SEQ ID NO:145 establece la secuencia de aminoacidos de la regién
variable de cadena ligera de un HU3D6VLv2 variante L37Q _L54E.

[00243] SEQ ID NO:146 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena pesada de un hu3D6VHv1bAl1l variante D60E, también conocido
como h3D6VHvb8.

[00244] SEQ ID NO:147 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena pesada de un hu3D6VHv1bA1ll variante L82cV.

[00245] SEQ ID NO:148 establece la secuencia de aminoacidos de la region
variable de cadena pesada de un hu3D6VHvV1bA1ll variante
D60E_L80OM_QB81E_L82cV_T83R, también conocido como h3D6VHvb9.

[00246] SEQ ID NO:149 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-H2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en h3D6VHvb8 y en
h3D6VHvVb9).

[00247] SEQ ID NO:150 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54D y en
hu3D6VLv2 L37Q_L54D).

[00248] SEQ ID NO:151 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54G y en
hu3D6VLv2 L37Q_L54G).

[00249] SEQ ID NO:152 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54N).
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[00250] SEQ ID NO:153 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54E y en
hu3D6VLv2 L37Q_L54E).

[00251] SEQ ID NO:154 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L50E).

[00252] SEQ ID NO:155 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54Q).

[00253] SEQ ID NO:156 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L50D y en
hu3D6VLv2 L37Q_L50D).

[00254] SEQ ID NO:157 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54K).

[00255] SEQ ID NO:158 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54R y en
hu3D6VLv2 L37Q_L54R).

[00256] SEQ ID NO:159 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54T y en
hu3D6VLv2 L37Q_L54T).

[00257] SEQ ID NO:160 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L50G y en
hu3D6VLv2 L37Q_L50G).

[00258] SEQ ID NO:161 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54V).

[00259] SEQ ID NO:162 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54S).

[00260] SEQ ID NO:163 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 S52G y en
hu3D6VLv2 L37Q_S52G).

[00261] SEQ ID NO:164 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de

Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L50V).
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[00262] SEQ ID NO:165 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54R and hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R_G100Q).

[00263] SEQ ID NO:166 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54G y en and in hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G_G100Q).

[00264] SEQ ID NO:167 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54G).

[00265] SEQ ID NO:168 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54R y en and in hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54R_G100Q).

[00266] SEQ ID NO:169 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54T).

[00267] SEQ ID NO:170 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54D y en hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54D_G100Q).

[00268] SEQ ID NO:171 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50D_L54G y en hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G_G100Q).

[00269] SEQ ID NO:172 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50D_L54R y en hu3D6VLVv2 L37Q_L50D_L54R_G100Q).

[00270] SEQ ID NO:173 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50E_L54G).

[00271] SEQ ID NO:174 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50E_L54R).
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[00272] SEQ ID NO:175 establece la secuencia de aminoacidos de un CDR-L2 de
Kabat alterno de wun anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50V_L54D_G100Q).

[00273] SEQ ID NO:176 establece la secuencia de aminoacidos de una region
constante de cadena pesada (IgG1: alotipo G1m17,1)

[00274] SEQ ID NO:177 establece la secuencia de aminocidos de una regién
constante de cadena ligera (kappa)

[00275] SEQ ID NO:178 establece la secuencia de aminoacidos de una cadena
pesada madura de un 3D6 humanizado variante (hu3D6VHv1bA1ll IgG1l G1m17 alotipo)

[00276] SEQ ID NO:179 establece la secuencia de aminoacidos de una cadena
ligera madura de un 3D6 humanizado variante (hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54R,
L2-DIM4 kappa)

[00277] SEQ ID NO:180 establece la secuencia de aminoacidos de una cadena
pesada de un 3D6 humanizado variante (hu3D6VHv1bAll IgG1l G1ml7 alotipo) con
péptido sefial de alfa-lactalblmina bovina en el terminal N

[00278] SEQ ID NO:181 establece la secuencia de aminoacidos de una cadena
ligera de un 3D6 humanizado variante (hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54R, L2-
DIM4 kappa) con péptido sefial de alfa-lactalbimina bovina en el terminal N.

[00279] SEQ ID NO:182 establece la secuencia de nucleétidos que codifica una
cadena pesada de un 3D6 humanizado variante (hu3D6VHv1bAll IgG1 G1m17 alotipo)
con péptido sefial de alfa-lactalbumina bovina en el terminal N

[00280] SEQ ID NO:183 establece la secuencia de nucleétidos que codifica una
cadena ligera de un 3D6 humanizado variante (hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54R,
L2-DIM4 kappa) con péptido seial de alfa-lactalbumina bovina en el terminal N

[00281] SEQ ID NO:184 establece la secuencia de aminoacidos de una region de
repeticion de unién a microtubulos de tau 1 (residuos de aminoacidos 255-271 of SEQ
ID NO:1)

[00282] SEQ ID NO:185 establece la secuencia de aminoacidos de una region de
repeticion de unién a microtubulos de tau 2 (residuos de aminoacidos 286-302 of SEQ
ID NO:1)



10

15

20

25

30

37 de 201

[00283] SEQ ID NO:186 establece la secuencia de aminoacidos de una regiéon de
repeticion de union a microtubulos de tau 3 (residuos de aminoéacidos 317-333 of SEQ
ID NO:1)

[00284] SEQ ID NO:187 establece la secuencia de aminoacidos de una region de
repeticion de unién a microtubulos de tau 4 (residuos de aminoacidos 349-365 of SEQ
ID NO:1)

[00285] SEQ ID NO:188 establece la secuencia de aminoacidos de un motivo
central de tau en MBTR 1 unido por 3D6

[00286] SEQ ID NO:189 establece la secuencia de aminoacidos de la secuencia de
tau en el terminal N al motivo central de tau en MBTR 1 unido por 3D6

[00287] SEQ ID NO:190 establece la secuencia de aminoécidos of tau sequence C-
terminal to core motif of tau in MBTR 1 unido por 3D6

[00288] SEQ ID NO:191 establece la secuencia de aminoacidos del epitopo de 3D6

[00289] SEQ ID NO:192 establece la secuencia de aminoacidos de un motivo
central de tau en MBTR 2 unido por 3D6

[00290] SEQ ID NO:193 establece la secuencia de aminoacidos de un motivo
central de tau en MBTR 3 unido por 3D6

[00291] SEQ ID NO:194 establece la secuencia de aminoacidos de un motivo
central de tau en MBTR 4 unido por 3D6

DEFINICIONES

[00292] Los anticuerpos monoclonales u otras entidades biolégicas se proporcionan
tipicamente en forma aislada. Esto significa que un anticuerpo u otra entidad biolégica
es tipicamente al menos el 50% p/p de proteinas interferentes y otros contaminantes que
surgen de su produccion o purificacién, pero no excluye la posibilidad de que el
anticuerpo monoclonal se combine con un exceso de vehiculo farmacéuticamente
aceptable(s) u otro vehiculo destinado a facilitar su uso. A veces, los anticuerpos
monoclonales son al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o0 99% en peso de proteinas

interferentes y contaminantes de la produccion o purificacién. A meenredo, un anticuerpo
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monoclonal aislado u otra entidad bioldgica es la especie macromolecular predominante
gue permanece después de su purificacion.

[00293] La union especifica de un anticuerpo a su antigeno objetivo significa una
afinidad y/o avidez de al menos 106, 107, 108, 10°, 1019, 10! o 102 ML La unién
especifica es detectable de mayor magnitud y se distingue de la unién no especifica que
se produce en al menos un objetivo no relacionado. La union especifica puede ser el
resultado de la formacién de enlaces entre grupos funcionales particulares o un ajuste
espacial particular (por ejemplo, tipo de cerradura y llave), mientras que la unién no
especifica suele ser el resultado de las fuerzas de van der Waals. Sin embargo, la unién
especifica no necesariamente implica que un anticuerpo se una a un solo objetivo.

[00294] La unidad estructural del anticuerpo basico es un tetrdmero de
subunidades. Cada tetramero incluye dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas,
cada par tiene una cadena “ligera” (aproximadamente 25 kDa) y una cadena “pesada”
(aproximadamente 50-70 kDa). La porcién amino-terminal de cada cadena incluye una
region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente
responsables del reconocimiento de antigenos. Esta region variable se expresa
inicialmente vinculada a un péptido sefial escindible. La regién variable sin el péptido
sefial se denomina a veces region variable madura. Asi, por ejemplo, una region variable
madura de cadena ligera significa una region variable de cadena ligera sin el péptido
sefal de cadena ligera. La porcion carboxi-terminal de cada cadena define una region
constante responsable principalmente de la funciéon efectora.

[00295] Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda. Las cadenas
pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, y definen el isotipo del
anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Dentro de las cadenas ligera
y pesada, las regiones variable y constante estdn unidas por una regién “J’ de
aproximadamente 12 o0 mas aminoacidos, y la cadena pesada también incluye una region
“D” de aproximadamente 10 o mas aminoacidos. Ver en general, Fundamental
Immunology, Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y., 1989, cap. 7 (incorporado por
referencia en su totalidad a todos los efectos).

[00296] Una regidon variable de cadena ligera o pesada de la inmunoglobulina

(también denominada aqui “dominio variable de cadena ligera” (“dominio VL") o “dominio
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variable de cadena pesada” (“dominio VH"), respectivamente) consiste en una regién
“marco” interrumpida por tres “regiones determinantes de la complementariedad” o
“CDR”. Las regiones marco sirven para alinear las CDR para la union especifica a un
epitopo de un antigeno. Las CDR incluyen los residuos de aminoacidos de un anticuerpo
gue son los principales responsables de la unién al antigeno. Desde el término amino
hasta el término carboxilo, los dominios VL y VH comprenden las siguientes regiones
marco (FR) y CDR: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3y FR4. Las CDR 1, 2y 3 de un
dominio VL también se denominan en el presente documento, respectivamente, como
CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3. Las CDR 1, 2 y 3 de un dominio VH también se denominan
en el presente documento, respectivamente, como CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3.
Cuando la solicitud divulga una secuencia VL con R como el residuo C-terminal, la R
puede considerarse alternativamente como que es el residuo N-terminal de la region
constante de cadena ligera. Por lo tanto, la solicitud debera también entenderse como
gue divulga la secuencia VL sin la R de C-terminal.

[00297] La asignacion de aminoacidos a cada dominio VL y VH esta de acuerdo
con cualquier definicion convencional de CDR. Las definiciones convencionales incluyen,
la definicién de Kabat (Kabat, Sequences of Proteins of Inmmunological Interest (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 y 1991), la definicibn de Chothia (Chothia y
Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917, 1987; Chothia et al., Nature 342: 878-883, 1989); un
compuesto de CDR Chothia Kabat en el que CDR-H1 es un compuesto de CDR Chothia
y Kabat; la definicion de AbM utilizada por el software de modelado de anticuerpos de
Oxford Molecular; y, la definicion de Contacto de Martin et al (bioinfo.org.uk/abs) (ver
Tabla 1). Kabat proporciona una convencion de numeracién ampliamente utilizada
(numeracion de Kabat) en la que a los residuos correspondientes entre diferentes
cadenas pesadas o entre diferentes cadenas ligeras se les asigna el mismo nuamero.
Cuando se dice que un anticuerpo comprende CDR por una cierta definicion de CDR
(por ejemplo, Kabat), esa definicion especifica el nUmero minimo de residuos de CDR
presentes en el anticuerpo (es decir, las CDR de Kabat). No excluye que otros residuos
gue se encuentren dentro de otra definicibn de CDR convencional pero que estén fuera
de la definicion especificada también estén presentes. Por ejemplo, un anticuerpo que

comprende las CDR definidas por Kabat incluye entre otras posibilidades, un anticuerpo
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en el que las CDR contienen residuos de la CDR de Kabat y ningun otro residuo de la
CDR, y un anticuerpo en el que la CDR-H1 es una CDR-H1 compuesta de Chothia-Kabat
y otras CDR que contienen residuos de CDR de Kabat y ningun residuo de CDR adicional
basado en otras definiciones.

[00298] Tablal

Definiciones Convencionales de CDR Que Utilizan el Compuesto de Numeracion

Compuesto de
Bucle Kabat Chothia Chotihia y AbM Contacto
Kabat
L1 L24--L34 L24--L34 L24--L34 L24--L34 L30--L36
12 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L46--L55
L3 1.89--L97 189--1.97 L89--L97 L89--L97 L89--L9s
Hl H31--H35B |H26--H32.H34% |H26--H35B* H26--H35B H30--H35B
H2 H50--H65 H52--H56 H50--H65 H50--H58 H47--H58
H3 HO5--H102 H95--H102 HO5--H102 H95--H102 HO3--H101

* CDR-HL1 por Chothia puede terminar en H32, H33 o H34 (dependiendo de la longitud
del bucle). Esto se debe a que el esquema de numeracion de Kabat coloca inserciones
de residuos extra en 35A y 35B, mientras que la numeracion de Chlothia las coloca en
31Ay 31B. Si ninguno de H35A o H35B (numeracién de Kabat) esta presente, el bucle
de Chothia CDR-H1 termina en H32. Si s6lo H35A esta presente, termina en H33. Si
tanto H35A como H35B estan presentes, termina en H34.

[00299] El término “anticuerpo” incluye anticuerpos intactos y fragmentos de unién
de los mismos. Tipicamente, los fragmentos compiten con el anticuerpo intacto del cual
se derivaron para la union especifica al al objetivo, incluidas cadenas pesadas

separadas, cadenas ligeras Fab, Fab', F(ab'),, F(ab)c, Dabs, nanocuerpos, y Fv. Los
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fragmentos pueden producirse por técnicas de ADN recombinante, o por separacion
enzimatica o quimica de inmunoglobulinas intactas. El término “anticuerpo” también
incluye un anticuerpo biespecifico y/o un anticuerpo humanizado. Un anticuerpo
biespecifico o bifuncional es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de
cadenas pesadas/ligeras diferentes y dos sitios de union diferentes (véase, por ejemplo,
Songsivilai y Lachmann, Clin. Exp. Immunol., 79: 315-321 (1990); Kostelny et al., J.
Immunol., 148: 1547-53 (1992)). En algunos anticuerpos biespecificos, los dos pares de
cadenas pesadal/ligera diferentes incluyen un par de cadena pesada/cadena ligera 3D6
humanizado y un par de cadena ligera/cadena pesada especifico para un epitopo
diferente en tau que el unido por 3D6.

[00300] En algunos anticuerpos biespecificos, un par de cadena pesada/cadena
ligera es un anticuerpo 3D6 humanizado como se describe mas adelante y el otro par de
cadena pesada/cadena ligera es de un anticuerpo que se une a un receptor expresado
en la barrera hematoencefalica, como una insulina. receptor, un receptor del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), un receptor de leptina o un receptor de
lipoproteinas, o un receptor de transferrina (Friden et al., Proc. Nati Acad Sci. EUA 88:
A4771-4775, 1991; Friden et al.,, Science 259: 373-377, 1993). Dicho anticuerpo
biespecifico puede transferirse a través de la barrera hematoencefalica por medio de la
transcitosis mediada por receptor. La captacion cerebral del anticuerpo biespecifico
puede mejorarse aun mas mediante la ingenieria del anticuerpo biespecifico para reducir
su afinidad al receptor de la barrera hematoencefalica. La afinidad reducida por el
receptor dio lugar a una distribucion mas amplia en el cerebro (ver, por ejemplo, Atwal et
al., Sci. Trans. Med. 3, 84ra43, 2011; Yu et al., Sci. Trans. Med. 3, 84ra44, 2011).

[00301] Los anticuerpos biespecificos ejemplares también pueden ser: (1) un
anticuerpo de dominio variable dual (DVD-Ig), en donde cada cadena ligera y pesada
contiene dos dominios variables en tAndem a través de un enlace peptidico corto
Generation and Characterization of a Dual Variable Domain Immunoglobulin (DVD-Ig™)
Molecule, En: Antibody Engineering, Springer Berlin Heidelberg (2010)) (2) un Tandab,
gue es una fusion de dos diacuerpos monocatenarios que dan como resultado un
anticuerpo biespecifico tetravalente que tiene dos sitios de unién para cada uno de los

antigenos objetivo; (3) un flexocuerpo, que es una combinacién de scFvs con un
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diacuerpo que resulta en una molécula multivalente; (4) la llamada molécula “dock and
lock”, basada en el “dominio de dimerizacion y acoplamiento” en la Proteina quinasa A,
gue cuando se aplica a los Fab, puede producir una proteina de union biespecifica
trivalente que consiste en dos fragmentos Fab idénticos unidos a un fragmento Fab
diferente; o (5) una llamada molécula de Escorpién, que comprende, por ejemplo, dos
scFv fusionados a ambos extremos de una region Fc humana. Entre los ejemplos de
plataformas Utiles para preparar anticuerpos biespecificos se incluyen BiTE (Micromet),
DART (MacroGenics), Fcab y Mab2 (F-star), IgGI (Xencor) disefiada por Fc o DuoBody
(basada en intercambio de rama Fab, Genmab).

[00302] El término “epitopo” se refiere a un sitio en un antigeno al que se une un
anticuerpo. Un epitopo puede formarse a partir de aminoacidos contiguos o aminoacidos
no contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de una o mas proteinas. Los
epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos (también conocidos como epitopos
lineales) se retienen tipicamente en la exposicion a disolventes desnaturalizantes,
mientras que los epitopos formados por plegamiento terciario (también conocidos como
epitopos conformacionales) se pierden tipicamente en el tratamiento con disolventes
desnaturalizantes. Un epitopo tipicamente incluye al menos 3, y mas generalmente, al
menos 5 u 8-10 aminoacidos en una conformacién espacial Unica. Los métodos para
determinar la conformacién espacial de epitopos incluyen, por ejemplo, la cristalografia
de rayos Xy la resonancia magnética nuclear bidimensional. Ver, por ejemplo, Protocolos
de mapeo de epitopos, en Methods in Molecular Biology, vol. 66, Glenn E. Morris, Ed.
(1996).

[00303] Los anticuerpos que reconocen los mismos epitopos o los superpuestos
pueden identificarse en un inmunoensayo simple que muestra la capacidad de un
anticuerpo para competir con la unién de otro anticuerpo a un antigeno obijetivo. El
epitopo de un anticuerpo también se puede definir en la cristalografia de rayos X del
anticuerpo unido a su antigeno para identificar residuos de contacto. Alternativamente,
dos anticuerpos tienen el mismo epitopo si todas las mutaciones de aminoacidos en el
antigeno que reducen o eliminan la union de un anticuerpo reducen o eliminan la unién

del otro. Dos anticuerpos tienen epitopos superpuestos si algunas mutaciones de
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aminoacidos que reducen o eliminan la union de un anticuerpo reducen o eliminan la
union del otro.

[00304] La competencia entre anticuerpos se determina mediante un ensayo en el
gue un anticuerpo en prueba inhibe la union especifica de un anticuerpo de referencia a
un antigeno comun (ver, por ejemplo, Junghans et al., Cancer Res. 50:1495, 1990). Un
anticuerpo de prueba compite con un anticuerpo de referencia si un exceso de un
anticuerpo de prueba (por ejemplo, al menos 2x, 5x, 10x, 20x 0 100x) inhibe la union del
anticuerpo de referencia en al menos el 50% segun lo medido en un ensayo de unién
competitiva. Algunos anticuerpos de prueba inhiben la unién del anticuerpo de referencia
en al menos 75%, 90% o0 99%. Los anticuerpos identificados por ensayos de competicion
(anticuerpos competidores) incluyen anticuerpos que se unen al mismo epitopo que el
anticuerpo de referencia y anticuerpos que se unen a un epitopo adyacente
suficientemente proximal al epitopo unido por el anticuerpo de referencia para el
impedimento estérico que se produzca.

[00305] EI término “farmacéuticamente aceptable” significa que el vehiculo,
diluyente, excipiente o auxiliar es compatible con los otros ingredientes de la formulacion
y no es sustancialmente perjudicial para el receptor de la misma.

[00306] El término “paciente” incluye humanos y otros mamiferos que reciben
tratamiento profilactico o terapéutico.

[00307] Un individuo tiene un riesgo mayor de contraer una enfermedad si el sujeto
tiene al menos un factor de riesgo conocido (por ejemplo, genética, bioquimica,
antecedentes familiares y exposicion situacional), Io que coloca a los individuos con ese
factor de riesgo en un riesgo estadisticamente significativo mayor de desarrollar la
enfermedad que los individuos sin el factor de riesgo.

[00308] El término “muestra biolégica” se refiere a una muestra de material bioldgico
dentro o que puede obtenerse de una fuente bioldgica, por ejemplo, un sujeto humano o
mamifero. Dichas muestras pueden ser 6rganos, organulos, tejidos, secciones de tejidos,
fluidos corporales, sangre periférica, plasma sanguineo, suero sanguineo, ceélulas,
moléculas tales como proteinas y péptidos, y cualquier parte o combinacion derivada de
ellos. El término muestra biol6gica también puede abarcar cualquier material derivado

del procesamiento de la muestra. El material derivado puede incluir células o su progenie.
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El procesamiento de la muestra biolégica puede implicar uno o méas de filtracion,
destilacion, extraccion, concentracion, fijacién, inactivacion de componentes
interferentes y similares.

[00309] El término “muestra de control” se refiere a una muestra biolégica que no
se sabe 0 se sospecha que incluye regiones afectadas por la enfermedad relacionada
con la tau, o al menos no se sabe o0 se sospecha que incluye regiones enfermas de un
tipo determinado. Las muestras de control se pueden obtener de individuos que no
padecen la enfermedad relacionada con tau. Alternativamente, se pueden obtener
muestras de control de pacientes afectados con la enfermedad relacionada con tau.
Dichas muestras se pueden obtener al mismo tiempo que una muestra biolégica que se
cree que comprende la enfermedad relacionada con tau o en una ocasion diferente. Una
muestra biolégica y una muestra de control pueden obtenerse del mismo tejido.
Preferiblemente, las muestras de control consisten esencialmente o completamente en
regiones sanas y normales y pueden usarse en comparacion con una muestra biolégica
gue se cree que comprende regiones afectadas por la enfermedad relacionada con la
tau. Preferiblemente, el tejido en la muestra de control es del mismo tipo que el tejido en
la muestra biolégica. Preferiblemente, las células afectadas por la enfermedad que se
cree que se encuentran en la muestra bioldgica provienen del mismo tipo de célula (por
ejemplo, neuronas o glia) que el tipo de células en la muestra de control.

[00310] El término “enfermedad” se refiere a cualquier condicion anormal que
perjudica la funcion fisiologica. El término se usa ampliamente para abarcar cualquier
trastorno, enfermedad, anormalidad, patologia, enfermedad, afecciéon o sindrome en el
que la funcion fisiolégica esta alterada, independientemente de la naturaleza de la
etiologia.

[00311] El término “sintoma” se refiere a una evidencia subjetiva de una
enfermedad, como la marcha alterada, segun lo percibe el sujeto. Un “signo” se refiere a
la evidencia objetiva de una enfermedad observada por un meédico.

[00312] El término “respuesta positiva al tratamiento” se refiere a una respuesta
mas favorable en un paciente individual o respuesta promedio en una poblacion de
pacientes en relacién con una respuesta promedio en una poblacion control que no

recibe tratamiento.
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[00313] Para los fines de clasificar las sustituciones de aminoacidos como
conservativas o no conservativas, los aminoacidos se agrupan de la siguiente manera:
Grupo | (cadenas laterales hidréfobas): met, ala, val, leu, ile; Grupo Il (cadenas laterales
hidrofilas neutras): cys, ser, thr; Grupo 1l (cadenas laterales acidas): asp, glu; Grupo IV
(cadenas laterales basicas): asn, gin, his, lys, arg; Grupo V (residuos que influyen en la
orientaciéon de la cadena): gly, pro; y Grupo VI (cadenas laterales aromaticas): trp, tyr,
phe. Las sustituciones conservativas implican sustituciones entre aminoacidos en la
misma clase. Las sustituciones no conservativas constituyen el intercambio de un
miembro de una de estas clases por un miembro de otra.

[00314] El porcentaje de identidades de secuencia se determina con secuencias de
anticuerpos alineadas al maximo por la convencion de numeracion de Kabat. Después
de la alineacion, si una region de anticuerpo sujeto (por ejemplo, la region variable
madura completa de una cadena pesada o ligera) se compara con la misma region de
un anticuerpo de referencia, el porcentaje de identidad de secuencia entre las regiones
de anticuerpo sujeto y de referencia es el nimero de las posiciones ocupadas por el
mismo aminoacido tanto en la region del anticuerpo de referencia como en la del sujeto
divididas entre el niumero total de posiciones alineadas de las dos regiones, sin contar
las brechas, multiplicado por 100 para convertir en porcentaje.

[00315] Las composiciones o métodos “que comprenden” o “que incluyen” uno o
mas elementos enumerados pueden incluir otros elementos que no se mencionan
especificamente. Por ejemplo, una composicion que “comprende” o ‘“incluye” un
anticuerpo puede contener el anticuerpo solo o en combinacion con otros ingredientes.
Cuando la divulgacion se refiere a una caracteristica que comprende elementos
especificos, la divulgacion deberia ser alternativamente comprendida como que se
refiere a la caracteristica que consiste esencialmente en o que consiste en los elementos
especificados.

[00316] La designacion de un rango de valores incluye todos los nimeros enteros
dentro de, o que definen el rango, y todos los subrangos definidos por nimeros enteros

dentro del rango.
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[00317] A menos que el contexto indigue lo contrario, el término “aproximadamente”
abarca variaciones no sustanciales, tales como los valores dentro de un margen estandar
de error de medicion (por ejemplo, SEM) de un valor establecido.

[00318] Relevancia estadistica significa p<0.05.

[00319] Las formas singulares de los articulos “un”, “una”, “uno”, “el” y “la” incluyen
referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por
ejemplo, el término “un compuesto” o “al menos un compuesto” puede incluir una

pluralidad de compuestos, incluyendo mezclas de los mismos.

DESCRIPCION DETALLADA

l. General

[00320] La invencién proporciona anticuerpos que se unen a tau. Algunos
anticuerpos se unen especificamente a un epitopo o epitopos dentro de la region de la
region de unién a microtubulos (MTBR) de la tau humana definida por aproximadamente
los residuos 244 a 372 de SEQ ID NO: 1. Debido a que la region MTBR contiene
repeticiones de secuencia, un solo anticuerpo puede unirse en multiples sitios repetidos
dentro de esta region. Algunos anticuerpos se unen especificamente a un epitopo de
KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO: 191). Algunos anticuerpos se unen dentro de los
residuos 199-213 y/o 262-276 de SEQ ID NO: 3 (correspondientes a los residuos 257-
271 0 320-334, respectivamente, de SEQ ID NO: 1). Algunos anticuerpos se unen dentro
de los residuos 259-268 y/o 290-299 y/o 321-330 y/o 353-362 de SEQ ID NO: 1. En
algunos anticuerpos, la unién a la region MTBR 4 en los residuos 353-362 es mas débil
gue la unién alos MTBR 1, 2 y 3. Algunos anticuerpos se unen a tau independientemente
del estado de fosforilacién. Algunos anticuerpos de la invencion sirven para inhibir o
retrasar las patologias asociadas con tau y el deterioro sintomatico asociado. Aungque no
se requiere una comprension del mecanismo para la practica de la invencién, puede
producirse una reduccion de la toxicidad como resultado de la fagocitosis de tau que
induce el anticuerpo, inhibiendo tau de la agregacion inter o intramolecular, o de la union

a otras moléculas, estabilizando una no-formacion toxica, mediante la inhibicion de la
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transmision intercelular o intracelular de formas tau patdgenas, mediante el blogqueo de
la fosforilacion de tau, mediante la prevencidn de la unién de tau a las células, o mediante
la induccién de la escision proteolitica de tau, entre otros mecanismos. Los anticuerpos
de la invencién o los agentes que inducen dichos anticuerpos pueden usarse en métodos
de tratamiento o realizacion de profilaxis de la enfermedad de Alzheimer y otras

enfermedades asociadas con tau.

II. Moléculas objetivo

[00321]

una forma humana natural de tau que incluye todas las isoformas, independientemente

A menos que se vea lo contrario en el contexto, la referencia a tau significa

de si esta presente una modificacion postraduccional (por ejemplo, fosforilacién, glicacion
o acetilacion). Hay seis isoformas principales (variantes de empalme) de tau que ocurren
en el cerebro humano. La mas larga de estas variantes tiene 441 aminoacidos, de los
cuales el residuo met inicial se escinde. Los residuos se numeran segun la isoforma 441.
Asi, por ejemplo, la referencia a una fosforilacion en la posicion 404 significa la posicion
404 de laforma iso 441, o la posicién correspondiente de cualquier otra isoforma cuando
esta alineado al maximo con la isoforma 441. Las secuencias de aminoéacidos de las

isoformas y los nimeros de Prot. Suizo se indican a continuacion.

PlOg3c—8 (SEQ ID NC:1)
10 20 30 40 50 60
MLEFRQEFEV MEDHAGTYGL GDREDQGGYT MHQDOEGDTD AGLEESFLQOT PTEDGSEEEG
70 80 =11 100 110 120
SETSDAF.STP TAEDVTAPLV DEGAPGRQAL AQPHTEIPEG TTAEEAGIGD TPSLEDERAG
130 140 150 160 170 180
HVTQARMVSE. SEDGTGSDDE EARGADGETE IATPRGARPE GQEGQANATR IPARTPFAFE
130 200 210 220 230 240
TPPSSGEPPE. SGDRSGYSSP GSPGTPGSRS RTPSLPTPPT REPRFRVAVVR TPPRSPSSAR
250 260 270 280 290 3a0
SRLOTAPVPM PDLENVESEI GSTENLEHQP GGGEVQIINE KLDLSNVQSE CGSEDNIEHV
310 320 330 340 350 360
PGGGSVOIVY EPFVDLSEVTS KCGSLGNIHH EPGGGOVEVE SEELDFEDRV QSEIGSLDNI
370 380 350 400 410 420
THVPGGGNEE. IETHELTFRE NARLETDHGA EIVYESPVVS GDTSPRHLSN VSSTGSIDMY
430 440
DSPQLATLAD EVSASLAFQG L
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PlOe36-7 (3EQ ID NO:2)
10 20 30 40 S0 a0
MAFPRQEFEV MEDHAGTYGL GDREDQGGYT MHQDQEGDTD AGLEESPLOT PTEDGSEEPG
70 80 30 100 110 120
SETSDAESTE TAEAFEFAGIG DTESLEDEAR GHVTOARMVS ESEDGTGSDD EELEGADGET
130 140 150 160 170 180
EIATPRGAAP PGQORGQANAT RIPARTPPAFP KTPPSSGEPP KSGDRSGYSS PGSPGTPGSR
130 200 2170 220 230 240
SRTPSLPTPP TREPEREVAVV RTPPESPSSL KSRLOTAPVP MPDLENVESE IGSTENLEHQ
250 260 270 280 290 300
PGEGEVQIIN EELDLSNVOS ECGSEDNIEH VPGGGSVQIV YEPVDLSEVT SECGSLGNIH
310 320 330 340 350 360
HEPGGGQVEV ESERLDFEDR VQSEIGSLDN ITHVEGGGNE KIETHELTFR ENARAKTDHG
370 380 390 400 410
AEIVYESPVV SGDTSPRHELS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA DEVSASLARD GL
Plde3gc—6 (4R0ON tau humana) (3EQ ID NO:3)
10 20 30 40 50 60
MAFPROEFEV MEDHAGTYGL GDREDQGGYT MHQDQEGDTD AGLEAFEAGI GDTPSLEDER
70 80 90 100 110 120
AGHVTQARMYV SESKDGTGSD DEFARGADGE TEIATPRGAL PPGQFRGQANA TRIPAFTEPPA
130 140 150 160 170 180
PETEFPSSGEF PESGDRSGYS SPGSPGTPGS RSRTPSLPTF PTREPEEVAV VRTPPESPESS
130 200 210 220 230 240
ARSRLOTAPYV EMEDLENVES EIGSTENLEH QPGGGEVOIT NEELDLSNVO SECSSEDNIE
250 260 270 280 290 300
HVPGGGSVQI VYEPVDLSEV TSECGSLGNI HHEPGGGQVE VESEELDFED RVQSEIGSLD
310 320 330 340 350 360
NITHVEGGGEN EEIETHELTF RENAFAKTDH GAEIVYESEV VSGDTSPRHL SNVSSTGSID
370 380
MVDSPEQLATL ADEVSASLAE QGL
P10636-5 (SEQ ID NO:4)
10 20 30 40 50 60
MAFPRQEFEV MEDHAGTYGL GDREDQGGYT MHQDQEGDTD AGLEESPLOT PTEDGSEEPG
70 80 90 100 110 120
SETSDAESTP TLEDVTAPLV DEGAPGEQRA AQPHTEIPEG TTAFEAGIGD TPSLEDERAG
130 140 150 160 170 180
HVTQARMVSE SEDGTGSDDE EARGADGETE. IATPRGAAPE GQRGOANATR IPARTFEAPK
190 200 210 220 230 240
TPPSSGEPPRE SGDRSGYSSP GSPGTPGSRS RTPSLETPPT REPREVAVVR TPPRSPSSAR
250 260 270 280 230 300
SRLOTAPVEM PDLENVESEI GSTENLEHQP GGGEVQIVYE PVDLSEVTSE CGSLGNIHHE
310 320 330 340 350 260
PGGGQVEVES EFLDFEDRVQ SEIGSLDNIT HVPGGGNEFRI ETHELTFREN ARARTDHGAE
370 380 390 400 410
IVYESPVVSG DTSPRHLSNV SSTGSIDMVD SEQLATLADE VSASLARQGL
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P10636-4 (SEQ ID NO:5)
10 20 30 40 50 &0
MALEPROQEFEV MEDHAGTYGEL GDEEDQGEEYT MHODOEGDTD AGLEESPLOT PTEDGESEEPRSE
70 80 30 100 110 120
SETSDAFESTF TAEAFREAGIG DTPFSLEDEAR GHVTCQARMVS ESEDGTGSDD FRARGADGET
120 140 150 160 170 180
ETATFRGAAF PGORGQUANAT RIFARTFEAFP ETFPSSGEFFP ESGDESGYSS PGSPGTPGSER
130 200 210 220 230 240
SETFSLEFTFF TREFEEVAVWV ERTFPFPESF3SA FE3RLOTAFVE MPDLEWNVESE IGETENLEHO
250 260 270 280 2530 300
PEEGEVOIVY EPVDL3SEVTES ERECGSLGNIHH EPGGGOVEVE SEERLDFEDEV CQSEIGSLDNI
310 3zp 330 340 350 360
THVPEEGNEER IETHELTFEE NAFARTDHGAR EIVYESEVVS GDTSPFEHLSN VISTGSIDMV
370 380
DEPQLATLAD EVSASLAFRCGE L
P10636-2 (SEQ ID NO:6)
10 20 20 40 50 &0
MAFPROEFEV MEDHAGTYGL GDEEDQGEYT MHQDOEGDTD AGLEFAEEAGT GDTESLEDED
70 30 30 100 110 120
AGHVTOQAEMY SESEDETGSD DEFAFRGADGE TRIATPRGAL PPGORGLANDZ TRIFPARTEPEL
130 140 150 160 170 180
PETFF3SGEF FESGDR3GYS S3FGSPGTEFGS ESRTPSLEFTE PTEEFEEVAV VETFFESESS
130 200 210 220 230 240
AFRSELOTAPV PMPDLENVES EIGSTENLFEH QPGGGEVQIV YEFVDLSEVT SECGSLGHNIH
250 260 270 280 250 300
HEPGGGOVEY ESERLDFEDE VQSEIGSLDN ITHVPGGGNE EIETHELTFE EMAERLETDHG
310 320 320 240 350
AETIVYESPVV SGDTSPREHLS NVISTGEIIDM VDSPOLATLA DEVIASLARQ GL

[00322]

30 estan incluidas en la base de datos Prot. Suizo y sus permutaciones, asi como las

La referencia a tau incluye variaciones naturales conocidas de las cuales

mutaciones asociadas con patologias tau, como la demencia, la selecciéon de
enfermedad, pardlisis supranuclear, etc. (ver, por ejemplo, la base de datos Prot. Suizo
y Poorkaj, et al. Ann Neurol. 43:815-825 (1998)). Algunos ejemplos de mutaciones tau
numeradas por la isoforma 441 son una mutacion de lisina a treonina en el residuo de
aminoacido 257 (K257T), una mutacion de isoleucina a valina en la posicion de
aminoacido 260 (1260V); una mutacién de glicina a valina en la posicién de aminoacido
272 (G272V); una mutacion de asparagina a lisina en la posicion del aminoécido 279
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(N279K); una mutacién de asparagina a histidina en la posicion del aminoacido 296
(N296H); una mutacién de prolina a serina en la posicién del aminoacido 301 (P301S);
una mutacion de prolina a leucina en el aminoacido 301 (P301L); una mutacion de glicina
avalina en la posicién del aminoacido 303 (G303V); una mutacion de serina a asparagina
en la posicién 305 (S305N); una mutacion de glicina a serina en la posicion de
aminoacido 335 (G335S); una mutacion de valina a metionina en la posicion 337
(V337M); una mutacion de acido glutdmico a valina en la posicion 342 (E342V); una
mutacion de lisina a isoleucina en la posicion del aminoacido 369 (K3691); una mutacion
de glicina a arginina en la posiciéon del aminoacido 389 (G389R); y una mutacion de
arginina a triptéfano en la posicion del aminoécido 406 (R406W).

[00323] Tau puede ser fosforilada en uno o mas residuos de aminoacidos, incluida
la tirosina en las posiciones de aminoacidos 18, 29, 97, 310 y 394 serina en las
posiciones de aminoacidos 184, 185, 198, 199, 202, 208, 214, 235, 237, 238, 262, 293,
324, 356, 396, 400, 404, 409, 412, 413 y 422; y treonina en las posiciones de
aminoécidos 175, 181, 205, 212, 217, 231 y 403. A menos que se vea lo contrario en el
contexto, la referencia a tau, o sus fragmentos, incluye las secuencias de aminoacidos

humanos naturales que incluyen isoformas, mutantes y variantes alélicas de los mismos.

[ll.  Anticuerpos

A. Especificidad de union y propiedades funcionales

[00324] La invencién proporciona anticuerpos que se unen a tau. Algunos
anticuerpos se unen especificamente a un epitopo dentro de KXXSXXNX(K/H)H (SEQ
ID NO: 191). Algunos anticuerpos se unen a un péptido que comprende, que consiste
esencialmente en, o que consiste en los residuos de aminoacidos 259-268 de la proteina
tau de 441 aminoacidos (SEQ ID NO: 1). Algunos anticuerpos se unen a un péptido que
comprende, consiste esencialmente en, o consiste en residuos de aminoacidos 290-299
de la proteina tau de 441 aminoacidos (SEQ ID NO: 1). Algunos anticuerpos se unen a
un péptido que comprende, consiste esencialmente en o consiste en los residuos de

aminoécidos 321-330 de la proteina tau de 441 aminoacidos (SEQ ID NO: 1). Algunos
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anticuerpos se unen a un péptido que comprende, que consiste esencialmente en o que
consiste en los residuos de aminoécidos 353-362 de la proteina tau de 441 aminoacidos
(SEQ ID NO: 1). Algunos anticuerpos se unen a dos, tres o los cuatro de estos péptidos.
Algunos anticuerpos se unen especificamente a un epitopo dentro de los residuos 199-
213 de la proteina tau humana 4RON de 383 aminoacidos (SEQ ID NO: 3)
(correspondiente a los residuos 257-271 de SEQ ID NO: 1). Algunos anticuerpos se unen
especificamente a un epitopo dentro de los residuos 262-276 de la proteina tau humana
4RON de 383 aminoacidos (SEQ ID NO: 3) (correspondientes a los residuos 320-334 de
SEQ ID NO: 1). Algunos anticuerpos de la invencién se unen especificamente a un
péptido que consta de los residuos 257-271 de la proteina tau de 441 aminoacidos (SEQ
ID NO: 1). Algunos anticuerpos de la invencion se unen especificamente a un péptido
gue consta de los residuos 320-334 de la proteina tau de 441 aminoacidos (SEQ ID NO:
1). Algunos anticuerpos de la invencién se unen especificamente a un péptido que consta
de los residuos 259-268 de la proteina tau de 441 amino&cidos SEQ ID NO: 1, a saber,
KIGSTENLKH (SEQ ID NO: 188). Algunos anticuerpos de la invencion se unen
especificamente a un péptido que consta de los residuos 290-299 de la proteina tau de
441 aminoacidos SEQ ID NO: 1, a saber, KCGSKDNIKH (SEQ ID NO: 192). Algunos
anticuerpos de la invencion se unen especificamente a un péptido que consta de los
residuos 321-330 de la proteina tau de 441 aminoacidos SEQ ID NO: 1, a saber,
KCGSLGNIHH (SEQ ID NO: 193). Algunos anticuerpos de la invencion se unen
especificamente a un péptido que consta de los residuos 353-362 de la proteina tau de
441 aminoacidos SEQ ID NO: 1, a saber, KIGSLDNITH (SEQ ID NO: 194). Algunos
anticuerpos de la invencion se unen especificamente a un péptido que consiste en el
motivo consenso KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO: 191). Algunos anticuerpos se unen a
un epitopo que comprende los residuos 259, 262, 265, 267, 268, los residuos 290, 293,
296, 298, 299, los residuos 321, 324, 327, 329, 330 o los residuos 353, 356, 359, 362 de
proteina tau de 441 aminoacidos SEQ ID NO: 1. Algunos anticuerpos se unen a tau
independientemente del estado de fosforilacion. Algunos anticuerpos se unen a un
epitopo que no incluye un residuo sujeto a fosforilacion. Estos anticuerpos se pueden
obtener inmunizando con un polipéptido tau purificado de una fuente natural o expresado

de forma recombinante. Los anticuerpos se pueden cribar para unir tau en forma no
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fosforilada, asi como una forma en la que uno o mas residuos susceptibles de
fosforilacion estan fosforilados. Dichos anticuerpos se unen preferiblemente con
afinidades indistinguibles o al menos dentro de un factor de 1,5, 2 o 3 veces a la tau
fosforilada en comparacion con la tau no fosforilada (es decir, son "especificas de pan").
3D6 es un ejemplo de un anticuerpo monoclonal especifico de pan. La invencion también
proporciona anticuerpos que se unen al mismo epitopo que cualquiera de los anticuerpos
anteriores, tales como, por ejemplo, el epitopo de 3D6. También se incluyen anticuerpos
gue compiten por unirse a tau con cualquiera de los anticuerpos anteriores, como, por
ejemplo, que compiten con 3D6.

[00325] Los anticuerpos mencionados anteriormente se pueden generar de nuevo
inmunizando con un péptido que incluye, que consiste esencialmente en o0 que consiste
en los residuos 199-213 0 262-276 de SEQ ID NO: 3 (correspondientes a los residuos
257-271 o 320-334, respectivamente, de SEQ ID NO: 1) o inmunizando con un péptido
gue incluye, que consiste esencialmente en o que consiste en los residuos 259-268, 290-
299, 321-330 o0 353-362 de SEQ ID NO: 1, o inmunizando con un polipéptido tau de
longitud completa o un fragmento del mismo que comprende dichos residuos y el cribado
de la unién especifica a un péptido que incluye dichos residuos. Dichos péptidos se unen
preferiblemente a una molécula conjugada heteréloga que ayuda a provocar una
respuesta de anticuerpos al péptido. La unién puede ser directa 0 mediante un péptido
espaciador o un aminoacido. La cisteina se utiliza como aminoacido espaciador porque
su grupo SH libre facilita la unién de una molécula portadora. También se puede usar un
enlazador de poliglicina (por ejemplo, 2-6 glicinas), con o sin un residuo de cisteina entre
las glicinas y el péptido. La molécula portadora sirve para proporcionar un epitopo de
células T que ayuda a provocar una respuesta de anticuerpos contra el péptido. Se
utilizan habitualmente varios vehiculos, en particular hemocianina de lapa californiana
(KLH), ovoalbumina y albumina de suero bovino (BSA). Pueden afiadirse espaciadores
peptidicos al inmundgeno peptidico como parte de la sintesis de péptidos en fase sélida.
Los portadores se afiaden tipicamente mediante reticulacion quimica. Algunos ejemplos
de reticulantes quimicos que se pueden utilizar incluyen el éster cruzado de N-maleimido-
6-aminocaproilo o el éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS) (véase,

por ejemplo, Harlow, E. et ah, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY 1988; Sinigaglia et al., Nature, 336: 778-780
(1988); Chicz et al., J. Exp. Med. 178:27-47 (1993); Hammer et al., Cell 74:197-203
(1993); Falk K. et al. Immunogenetics, 39: 230-242 (1994); WO 98/23635; y Southwood
et al. J. Immunology, 160: 3363 - 3373 (1998)). El portador y el espaciador, si estan
presentes, se pueden unir a cualquier extremo del inmundégeno.

[00326] Puede usarse un péptido con espaciador y portador opcionales para
inmunizar animales de laboratorio o células B como se describe con mas detalle a
continuacion. Los sobrenadantes de hibridoma se pueden probar para determinar su
capacidad para unirse a uno o mas péptidos que incluyen, que consisten esencialmente
en 0 que consisten en los residuos 199-213 o 262-276 de SEQ ID NO: 3
(correspondientes a los residuos 257-271 o 320-334, respectivamente, de SEQ ID NO:
1), o incluyendo, que consiste esencialmente en o que consiste en los residuos 259-268,
290-299, 321-330, 0 353-362 de SEQ ID NO: 1, y/o formas fosforiladas y no fosforiladas
de tau, tales como, por ejemplo, una isoforma de longitud completa de tau con la posicién
404 en forma fosforilada. El péptido se puede unir a un portador u otra etiqueta para
facilitar el ensayo de seleccion. En este caso, el portador o etiqueta es preferentemente
diferente de la combinacion de espaciador y molécula portadora utilizada para la
inmunizacién para eliminar anticuerpos especificos del espaciador o portador en lugar
del péptido tau. Puede usarse cualquiera de las isoformas de tau.

[00327] La invencidn proporciona anticuerpos monoclonales que se unen a
epitopos dentro de tau. Un anticuerpo designado 3D6 es uno de tales anticuerpos de
raton ejemplares. A menos que sea evidente por el contexto, la referencia a 3D6 debe
entenderse como una referencia a cualquiera de las formas de ratén, quiméricas,
revestidas y humanizadas de este anticuerpo. El anticuerpo se ha depositado como
[NUMERO DE DEPOSITO] Este anticuerpo se une especificamente a un epitopo de
KXXSXXNX(K/H)H (SEQ ID NO: 191). Este anticuerpo se une especificamente a los
residuos de aminoacidos 199-213 y/o 262-276 de la proteina tau humana 4RON de 383
aminoéacidos (SEQ ID NO: 3) (correspondientes a los residuos de aminoacidos 257-271
ylo 320-334, respectivamente , de SEQ ID NO: 1). El anticuerpo se une especificamente
a los residuos de aminoacidos 259-268 0 290-299 o0 321-330 o 353-362 de SEQ ID NO:

1, y combinaciones de cualquiera de los 2, 3 o los cuatro de los mismos. Este anticuerpo
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se caracteriza ademas por su capacidad para unirse tanto a tau fosforilada como no
fosforilada, a formas y conformaciones tanto patoldégicas como no patoldgicas de tau, y
formas mal plegadas/agregadas de tau. Un anticuerpo designado 6A10 es uno de tales
anticuerpos de raton ejemplares. A menos que sea evidente por el contexto, la referencia
a 6A10 debe entenderse como una referencia a cualquiera de las formas de ratén,
quiméricas, revestidas y humanizadas de este anticuerpo. Las CDR compuestas de
Kabat/Chothia de la cadena pesada de 6A10 se denominan SEQ ID NO: 67, 68 y 69,
respectivamente, y las CDR de Kabat de la cadena ligera de 6A10 se denominan SEQ
ID NO: 12, 13y 14, respectivamente. El 6A10 de raton comparte el 82.1% de la identidad
de secuencia VH y el 100% de identidad de secuencia VL con la cadena VH y la cadena
VL, respectivamente, del 3D6 de raton.

[00328]  Algunos anticuerpos de la invencion se unen al mismo epitopo o al epitopo
superpuesto que un anticuerpo designado 3D6. Las secuencias de las regiones variables
maduras de cadena pesada y ligera de este anticuerpo se denominan SEQ ID NO: 7 y
11, respectivamente. Se pueden producir otros anticuerpos que tienen tal especificidad
de union inmunizando ratones con tau o una porcion de la misma, que incluye, consiste
esencialmente en o consiste en el epitopo deseado (por ejemplo, 199-213 y/o 262-276
de SEQ ID NO: 3, correspondiente a residuos 257-271 y/o 320-334, respectivamente, de
SEQ ID NO: 1; o por ejemplo, 259-268 o0 290-299 o0 321-330 o0 353-362 de SEQ ID NO:
1, cualquier combinaciéon de 2, 3 o los 4 de los mismos) y cribado de los anticuerpos
resultantes para la union a tau opcionalmente en competencia con un anticuerpo. que
tiene las regiones variables del 3D6 de ratén (IgG1 kappa). Los fragmentos de tau que
incluyen el epitopo deseado pueden unirse a un portador que ayude a provocar una
respuesta de anticuerpo al fragmento y/o combinarse con un adyuvante que ayude a
provocar dicha respuesta. Dichos anticuerpos pueden cribarse para determinar la union
diferencial a tau o un fragmento de la misma en comparacion con mutantes de residuos
especificados. El cribado contra tales mutantes define con mayor precision la
especificidad de unién para permitir la identificacion de anticuerpos cuya union se inhibe
por mutagénesis de residuos particulares y que es probable que compartan las
propiedades funcionales de otros anticuerpos ejemplificados. Las mutaciones pueden

ser una sustitucién de sustitucion sistematica con alanina (o serina si ya esta presente
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una alanina) un residuo a la vez, o intervalos mas espaciados, a lo largo del objetivo o
en una seccion de la misma en la que se sabe que reside un epitopo. Si el mismo
conjunto de mutaciones reduce significativamente la union de dos anticuerpos, los dos
anticuerpos se unen al mismo epitopo.

[00329] Los anticuerpos que tienen la especificidad de unién de un anticuerpo
murino seleccionado (por ejemplo, 3D6) también se pueden producir usando una variante
del método de presentacion en fagos. Ver Winter, WO 92/20791. Este método es
particularmente adecuado para producir anticuerpos humanos. En este método, la region
variable de cadena pesada o ligera del anticuerpo murino seleccionado se usa como
material de partida. Si, por ejemplo, se selecciona una region variable de cadena ligera
como material de partida, se construye una biblioteca de fagos en la que los miembros
muestran la misma region variable de cadena ligera (es decir, el material de partida
murino) y una regién variable de cadena pesada diferente. Las regiones variables de
cadena pesada se pueden obtener, por ejemplo, de una biblioteca de regiones variables
de cadena pesada humana reorganizadas. Se selecciona un fago que muestra una fuerte
union especifica para tau o un fragmento del mismo (por ejemplo, al menos 108 y
preferiblemente al menos 10°M-1). La region variable de la cadena pesada de este fago
sirve entonces como material de partida para construir una biblioteca de fagos adicional.
En esta biblioteca, cada fago muestra la misma region variable de cadena pesada (es
decir, la region identificada de la primera biblioteca de presentacion) y una region variable
de cadena ligera diferente. Las regiones variables de cadena ligera se pueden obtener,
por ejemplo, de una biblioteca de regiones de cadena ligera variable humana
reorganizadas. De nuevo, se seleccionan los fagos que muestran una fuerte union
especifica para tau o un fragmento del mismo. Los anticuerpos resultantes normalmente
tienen la misma o similar especificidad de epitopo que el material de partida murino.

[00330] Las CDR compuestas de Kabat/Chothia de la cadena pesada de 3D6 se
denominan SEQ ID NO: 8, 9 y 10, respectivamente, y las CDR de Kabat de la cadena
ligera de 3D6 se denominan SEQ ID NO: 12, 13 y 14, respectivamente.

[00331] La Tabla 2 indica los CDR de 3D6 definidos por Kabat, Chothia, Compuesto
de Chothia y Kabat (también referido aqui como “Compuesto de Kabat/Chothia”), AbM y
Contacto.
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56 de 201

de Kabat y Chothia, AbM, y Contacto

Compuesto de
Bucle Kabat Chothia AbAL Contacto
Chothia y Kabat

L24--1L34 L24--L34 L24--L34 L24--1L34 L30--L36

L1
SEQIDNO:12 | 5EQ D NO:12 SEQID NO:-12 SEQ ID NO:-12 SEQ IDNO- 36
L50--L56 L50--L56 L30--L36 L50--L56 L45--L55

L2
SEQIDNO:13 | SEQIDMNO: 13 SEQIDNO: 13 SEQ ID MO 13 SEQ ID MO 37
LE9--L57 LE%--L97 L39--L97 LE3--L97 LE9--L36

L3
SEQIDNO: 14 | 53EQ IDNO:14 SEQIDNO: 14 SEQ ID NO: 14 SEQ ID MO:38
H31--H35B H26--H32 H26--H35B H26--H35B H30--H35B

H1
SEQIDNO: 32 | 3EQ ID MO:33 SEQ ID NO:8 SEQ ID HO:8 SEQ ID MO:39
H50--HE5 H52--H36 H50--HG3 H50--H38 H47--H38

H2
SEQIDNO:-9 SEQID MO:34 SEQIDNO: 9 SEQ ID NO:35 SEQ ID MO-40
H95--H102 H95--H102 H95--H102 H95--H102 H93--HI101

H3
SEQIDNO: 10 | 3EQ ID NO:10 SEQID NO: 10 SEQ ID NO: 10 SEQ ID MNO-41

[00333] Se pueden obtener otros anticuerpos mediante mutagénesis de ADNc que

codifica las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo ejemplar, tal como el 3D6. Los
anticuerpos monoclonales que son al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% idénticos a 3D6 en la secuencia de aminoacidos de las regiones variables de la
cadena pesada y/o ligera maduras y mantienen sus propiedades funcionales, y/o que
difieren del anticuerpo respectivo en un pequefio numero de sustituciones de
aminoacidos funcionalmente intrascendentes (por ejemplo, sustituciones conservativas),
eliminaciones o inserciones también se incluyen en la invenciéon. También se incluyen
los anticuerpos monoclonales que tienen al menos una o todas las seis CDR como se
define en cualquier definicion convencional, pero preferiblemente Kabat, que son 90%,
95%, 99% 0 100% idénticas a las CDR correspondientes de 3D6.
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[00334] La invencidn también proporciona anticuerpos gue tienen algunas o todas
las CDR (por ejemplo, 3, 4, 5 y 6) en su totalidad o sustancialmente de 3D6. Dichos
anticuerpos pueden incluir una region variable de cadena pesada que tiene al menos
dos, y generalmente las tres, CDR total o sustancialmente de la region variable de
cadena pesada de 3D6 y/o una regién variable de cadena ligera que tiene al menos dos,
y generalmente las tres CDR total o sustancialmente de la region variable de cadena
ligera de 3D6. Los anticuerpos pueden incluir tanto cadenas pesadas como ligeras. Una
CDR es sustancialmente de una CDR 3D6 correspondiente cuando no contiene mas de
4, 3, 2 o 1 sustituciones, inserciones o eliminaciones, excepto que la CDR-H2 (cuando
esta definida por Kabat) no puede tener mas de 6, 5, 4, 3, 2 0 1 sustituciones, inserciones
o eliminaciones. Dichos anticuerpos pueden tener al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad con 3D6 en la secuencia de aminoacidos de las regiones
variables de la cadena pesada y/o ligera maduras y mantienen sus propiedades
funcionales, y/o difieren de 3D6 por un pequefio nimero de sustituciones de aminoacidos
funcionalmente intrascendentes (por ejemplo, sustituciones conservativas), deleciones o
inserciones.

[00335]  Algunos anticuerpos identificados por dichos ensayos pueden unirse a
formas de tau monoméricas, mal plegadas, agregadas, fosforiladas o sin fosforilar.
Asimismo, algunos anticuerpos son inmunorreactivos en formas no patolégicas y

patoldgicas y conformaciones de tau.

B. Anticuerpos No Humanos

[00336] La produccion de otros anticuerpos no humanos, por ejemplo, murino,
cobaya, primate, conejo o rata, contra tau o un fragmento de la misma (por ejemplo,
residuos de aminoacidos 199-213 o0 262-276 de SEQ ID NO: 3, correspondientes a los
residuos de aminoacidos 257-271 o 320-334, respectivamente, de SEQ ID NO: 1; o los
residuos de aminoacidos 259-268 0 290-299 o 321-330 o0 353-362 de SEQ ID NO: 1) se
pueden lograr mediante , por ejemplo, inmunizar al animal con tau o un fragmento de la
misma. Ver Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (CSHP NY, 1988)
(incorporado como referencia para todos los propdsitos). Dicho inmundgeno se puede
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obtener de una fuente natural, mediante sintesis de péptidos o mediante expresion
recombinante. Opcionalmente, el inmundgeno se puede administrar fusionado o
complejado de otro modo con una proteina transportadora. Opcionalmente, el
inmundégeno se puede administrar con un adyuvante. Se pueden usar varios tipos de
adyuvantes como se describe a continuacion. Se prefiere el adyuvante completo de
Freund seguido de un adyuvante incompleto para la inmunizacion de animales de
laboratorio. Los conejos o cobayas se utilizan tipicamente para fabricar anticuerpos
policlonales. Los ratones se utilizan normalmente para fabricar anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos se examinan para determinar la unién especifica a tau o
un epitopo dentro de tau (por ejemplo, un epitopo que comprende uno o mas de los
residuos de aminoacidos 199-213 o0 262-276 de SEQ ID NO: 3; correspondiente a los
residuos de aminoacidos 257-271 o 320-334, respectivamente, de SEQ ID NO : 1 o un
epitopo que comprende uno o mas de los residuos de aminoacidos 259-268 o 290-299
0 321-330 0 353-362 de SEQ ID NO: 1). Dicho cribado se puede lograr determinando la
union de un anticuerpo a una coleccion de variantes de tau, como las variantes de tau
gue contienen los residuos de aminoacidos 199-213 o 262-276 de SEQ ID NO: 3
(correspondientes a los residuos de aminoacidos 257-271 o 320 -334, respectivamente,
de SEQ ID NO: 1) o variantes de tau que contienen los residuos de aminoacidos 259-
268 0 290-299 0 321-330 0 353-362 de SEQ ID NO: 1, o mutaciones dentro de estos
residuos, y determinar qué las variantes de tau se unen al anticuerpo. La union se puede
evaluar, por ejemplo, mediante transferencia Western, FACS o ELISA.

C. Anticuerpos Humanizados

[00337] Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo modificado genéticamente en
el que las CDR de un anticuerpo “donante” no humano se injertan en secuencias de
anticuerpos “aceptores” humanos (véase, por ejemplo, Queen, US 5,530,101 y
5,585,089; Winter, US 5,225,539; Carter, US 6,407,213; Adair, US 5,859,205; y Foote,
US 6,881,557). Las secuencias de anticuerpos aceptoras pueden ser, por ejemplo, una
secuencia de anticuerpos humanos maduros, un compuesto de tales secuencias, una
secuencia de consenso de secuencias de anticuerpos humanos o una secuencia de

region de linea germinal. Por lo tanto, un anticuerpo humanizado es un anticuerpo que
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tiene al menos tres, cuatro, cinco o todas las CDR total o sustancialmente de un donante
y secuencias estructurales de regién variable y regiones constantes, si estan presentes,
total o sustancialmente de secuencias de anticuerpos humanos. De forma similar, una
cadena pesada humanizada tiene al menos una, dosy, por lo general, las tres CDR, total
o sustancialmente de una cadena pesada de anticuerpo donante, y una secuencia marco
de la regidén variable de cadena pesada y una region constante de la cadena pesada, si
esta presente, sustancialmente de la regién variable de cadena pesada humana Marco
y secuencias de regiones constantes. De manera similar, una cadena ligera humanizada
tiene al menos una, dos y, por lo general, las tres CDR, total o sustancialmente de una
cadena ligera de anticuerpo donante, y una secuencia marco de la region variable de
cadena ligera y una region constante de la cadena ligera, si estan presentes,
sustancialmente de la region variable de cadena ligera humana y secuencias marco de
regiones constantes. Aparte de nanocuerpos y dAbs, un anticuerpo humanizado
comprende una cadena pesada humanizada y una cadena ligera humanizada. Una CDR
en un anticuerpo humanizado es sustancialmente de una CDR correspondiente en un
anticuerpo no humano cuando al menos el 85%, 90%, 95% o 100% de los residuos
correspondientes (como lo define cualquiera definicion convencional pero
preferiblemente definida por Kabat) son idénticas entre las respectivas CDR. Las
secuencias marco de la region variable de una cadena de anticuerpo o la region
constante de una cadena de anticuerpo son sustancialmente de una secuencia marco
de la region variable humana o regién constante humana, respectivamente, cuando al
menos el 85%, 90%, 95% o 100% de los residuos correspondientes definidos por Kabat
son idénticos. Para ser clasificado como humanizado segun la definicién de anticuerpos
humanizados de los nombres no exclusivos internacionales (INN) de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de 2014, un anticuerpo debe tener al menos un 85% de
identidad con las secuencias de anticuerpos de la linea germinal humana (es decir, antes
de la hipermutacién somatica). Los anticuerpos mixtos son anticuerpos para los cuales
una cadena de anticuerpos (por ejemplo, cadena pesada) alcanza el umbral, pero la otra
cadena (por ejemplo, cadena ligera) no cumple con el umbral. Un anticuerpo se clasifica
como quimérico si ninguna de las cadenas alcanza el umbral, aun cuando las regiones

estructurales variables para ambas cadenas fueron sustancialmente humanas con



10

15

20

25

30

60 de 201

algunas mutaciones posteriores murinas. Ver, Jones et al. (2016). Los INN y las salidas
de los nombres no patentados de anticuerpos, mAbs 8:1, 1-9, DOI:
10.1080/19420862.2015.1114320. Ver también “WHO-INN: International
nonpropprietary names (INN) for biological and biotechnological substances (a review)”
(Internet) 2014. Disponible en:
http://www.who.int/medicines/services/inn/BioRev2014.pdf), incorporado aqui como
referencia. Para evitar dudas, el término “humanizado” como se usa en el presente
documento no pretende limitarse a la definicion INN de la OMS de 2014 de anticuerpos
humanizados. Algunos de los anticuerpos humanizados proporcionados en este
documento tienen al menos un 85% de identidad de secuencia con las secuencias de la
linea germinal humana y algunos de los anticuerpos humanizados proporcionados en
este documento tienen menos del 85% de identidad de secuencia con las secuencias de
la linea germinal humana. Algunas de las cadenas pesadas de los anticuerpos
humanizados proporcionados en este documento tienen de aproximadamente 60% a
100% de identidad de secuencia con secuencias de lineas germinales humanas, tales
como, por ejemplo, en el rango de aproximadamente 60% a 69%, 70% a 79%, 80% a
84%, o0 85% a 89%. Algunas cadenas pesadas estan por debajo de la definicion INN de
la OMS 2014 y tienen, por ejemplo, alrededor del 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%,
71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81% o0 82%, 83% 0 84% de
identidad de secuencia con secuencias de lineas germinales humanas, mientras que
otras cadenas pesadas que cumplen con la definicion INN de la OMS 2014 tienen
aproximadamente el 85%, 86%, 87%, 88%, 89% o mayor identidad de secuencia con las
secuencias de la linea germinal humana. Algunas de las cadenas ligeras de los
anticuerpos humanizados proporcionadas en este documento tienen una identidad de
secuencia de aproximadamente 60% a 100% con secuencias de lineas germinales
humanas, tales como, por ejemplo, en el rango de aproximadamente 80%. a 84% o 85%
a 89%. Algunas cadenas ligeras estan por debajo de la definicion de INN de la OMS de
2014 y tienen, por ejemplo, aproximadamente el 81%, 82%, 83% o0 84% de identidad de
secuencia con las secuencias de la linea germinal humana, mientras que otras cadenas
ligeras cumplen con la definicion de INN de la OMS de 2014 y tienen aproximadamente
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germinal humana. Algunos anticuerpos humanizados proporcionados en este documento
gue son “quiméricos” segun la definicion INN de la OMS 2014 tienen cadenas pesadas
con menos del 85% de identidad con las secuencias de la linea germinal humana
apareadas con cadenas ligeras que tienen menos del 85% de identidad con las
secuencias de la linea germinal humana. Algunos anticuerpos humanizados que se
proporcionan aqui se “mezclan” bajo la definicién de INN de la OMS 2014, por ejemplo,
gue tienen una cadena pesada con al menos un 85% de identidad de secuencia con
secuencias de lineas germinales humanas emparejadas con una cadena ligera que tiene
menos de 85% de identidad de secuencia con un germen humano secuencias de lineas,
0 viceversa. Algunos anticuerpos humanizados proporcionados aqui cumplen con la
definicion INN de la OMS 2014 de “humanizado” y tienen una cadena pesada con al
menos un 85% de identidad de secuencia con secuencias de linea germinal humana
apareadas con una cadena ligera que tiene al menos un 85% de identidad de secuencia
con secuencias de linea germinal humana. Los anticuerpos humanizados adicionales de
la invencién cumplen con la definicion INN de la OMS de 2014 de “mixtos”.

[00338]  Aunque los anticuerpos humanizados a meenredo incorporan las seis CDR
(definidas por cualquier definicibn convencional pero preferiblemente segun lo definido
por Kabat) de un anticuerpo de raton, también pueden fabricarse con menos de todas
las CDR (por ejemplo, al menos 3, 4 0 5 CDR) de un anticuerpo de ratén (por ejemplo,
Pascalis et al., J. Immunol. 169:3076, 2002; Vajdos et al., J. of Mol. Biol., 320: 415-428,
2002; lwahashi et al., Mol. Immunol. 36:1079-1091, 1999; Tamura y otros, J. Immunol.,
164: 1432-1441, 2000).

[00339] En algunos anticuerpos, solo una parte de las CDR, a saber, el subconjunto
de residuos de CDR necesarios para la union, denominados SDR, son necesarios para
retener la unién en un anticuerpo humanizado. Los residuos de CDR que no entran en
contacto con el antigeno y que no estan en las SDR pueden identificarse segun estudios
previos (por ejemplo, los residuos H60-H65 en CDR H2 a meenredo no son necesarios),
de regiones de CDR de Kabat que se encuentran fuera de los bucles hipervariables de
Chothia (Chothia, J. Mol. Biol. 196: 901, 1987), por modelado molecular yl/o
empiricamente, o como se describe en Gonzales et al., Mol. Immunol. 41: 863, 2004. En

tales anticuerpos humanizados en posiciones en las que uno o mas residuos de CDR del
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donante estan ausentes o0 en los que se omite una CDR del donante completo, el
aminoacido que ocupa la posicién puede ser un aminoacido que ocupa la posicion
correspondiente (por numeracion de Kabat) en la secuencia del anticuerpo aceptor. El
numero de tales sustituciones de aceptor para aminoacidos de donante en las CDR para
incluir refleja un equilibrio de consideraciones competitivas. Dichas sustituciones son
potencialmente ventajosas para disminuir el nimero de aminoacidos de ratén en un
anticuerpo humanizado y, en consecuencia, disminuir la inmunogenicidad potencial y/o
para cumplir con la definicion INN de la OMS de “humanizado”. Sin embargo, las
sustituciones también pueden causar cambios de afinidad, y preferiblemente se evitan
reducciones significativas en la afinidad. Las posiciones para la sustitucion dentro de
CDR y aminoacidos para sustituir también pueden seleccionarse empiricamente.
[00340] Las secuencias de anticuerpos aceptores humanos pueden seleccionarse
opcionalmente entre las muchas secuencias de anticuerpos humanos conocidas para
proporcionar un alto grado de identidad de secuencia (por ejemplo, 65-85% de identidad)
entre los marcos de la region variable de la secuencia del aceptor humano y los
correspondientes marcos de la region variable de una cadena de anticuerpo donante.
[00341]  Algunos anticuerpos humanizados y quiméricos tienen las mismas (dentro
del error experimental) o propiedades funcionales mejoradas, por ejemplo, afinidad de
union por tau humana, inhibicién de internalizacion DE tau en neuronas como se describe
en los ejemplos como un anticuerpo murino del que se derivaron. Por ejemplo, algunos
anticuerpos humanizados y quimeéricos tienen una afinidad de unién dentro de un factor
de 3, 2 0 1 del anticuerpo murino del que se derivaron o una afinidad indistinguible dentro
del error experimental. Algunos anticuerpos humanizados y quimeéricos inhiben la
internalizacion de tau en neuronas como se describe en los ejemplos dentro de un factor
de 3, 2 0 1 del anticuerpo murino del que se derivaron o inhiben el mismo dentro de un
error experimental que el anticuerpo de ratén del que se derivaron. Algunos anticuerpos
humanizados exhiben inmunogenicidad reducida, mayor afinidad, mayor
termoestabilidad y/o expresion mejorada en relacion con las formas humanizadas
previamente descritas del anticuerpo 3D6 (ver WO 2017/191560), hu3D6VHv1bA11/L2-

DIM4 demostré afinidad mejorada, como lo evidencias los numeros de tasa, fuera de
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tasa y Kd, sobre el hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLv2. hu3D6VHV1bA11l/L2-DIM4 demostrd
mayor termoestabilidad y titulo sobre hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLV2 parental.

[00342] Un ejemplo de una secuencia aceptora para la cadena pesada es la region
variable de cadena pesada madura humana de Fab 48G7 humanizado con codigo de
acceso PDB 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID NO: 75). Los dominios variables de 3D6 y 48G7
Fab también comparten longitudes idénticas para los bucles CDR-H1, H2. Un ejemplo
de una secuencia aceptora para la cadena pesada es la region variable de la cadena
pesada madura humana IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25). IMGT No. IGHV1-
69-2 * 01 (SEQ ID NO: 25) comparte la forma canoénica de CDR-H1 y H2 de cadena
pesada 3D6 de raton. IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25) pertenece al subgrupo
1 de la cadena pesada humana. Un ejemplo de una secuencia aceptora de la cadena
ligera es la region variable de la cadena ligera madura humana con el anticuerpo humano
de cddigo de acceso PDB ARX71335 VL (SEQ ID NO: 82). El dominio ligero variable del
anticuerpo 3D6 y ARX71335 también comparte longitudes idénticas para los bucles
CDR-L1, L2 y L3. Un ejemplo de una secuencia aceptora para la cadena ligera es la
region variable de cadena ligera madura humana con IMGT No. IGKV2-30*02 (SEQ ID
NO: 27). IMGT No. IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) tiene las mismas clases candnicas
para CDR-L1, CDR-L2 y L3 que el 3D6 de raton. IMGT No. IGKV2-30*02 (SEQ ID NO:
27) pertenece al subgrupo kappa humano 2.

[00343] Si se selecciona mas de una secuencia de anticuerpo aceptor humano, se
puede usar un compuesto o hibrido de esos aceptores, y los aminoacidos usados en
diferentes posiciones en las regiones variables de cadena ligera y cadena pesada
humanizadas pueden tomarse de cualquiera de las secuencias de anticuerpos aceptores
humanos utilizadas. Por ejemplo, las regiones variables de cadena pesada humana
madura de IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25) y el codigo de acceso de PDB
No. 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID NO: 75) se utilizaron como secuencias aceptoras para
la humanizacion de la region variable de cadena pesada madura de 3D6. Un ejemplo de
posiciones en las que estos dos aceptores difieren es la posicion H17 (T o S). Las
versiones humanizadas de la regién variable de cadena pesada de 3D6 pueden incluir
cualquier aminoacido en esta posicion. Por ejemplo, las regiones variables de cadena
ligera madura humana IMGT No. IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) y el codigo PDB No.
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ARX71335-VL_huFrwk (SEQ ID NO: 82) se usaron como secuencias aceptoras para
region variable de cadena ligera madura 3D6. Un ejemplo de una posicion en la que
estos dos aceptadores difieren es la posicion L100 (Q o A). Las versiones humanizadas
de la region variable de cadena ligera 3D6 pueden incluir cualquier aminoacido en esta
posicion.

[00344] Ciertos aminoacidos de los residuos del marco de la region variable
humana pueden seleccionarse para la sustitucién en funcién de su posible influencia en
la conformacién de CDR y/o la unién al antigeno. La investigacion de tales posibles
influencias se realiza mediante el modelado, el examen de las caracteristicas de los
aminoacidos en ubicaciones particulares, o la observacion empirica de los efectos de la
sustitucion o mutagénesis de aminoacidos particulares.

[00345] Por ejemplo, cuando un aminoacido difiere entre un resto de marco de
region variable murina y un residuo de marco de regién variable humano seleccionado,
el aminoacido de marco humano puede sustituirse por el aminoacido de marco
equivalente del anticuerpo de ratén cuando se espera razonablemente que el aminoacido
acido:

(1) se unade manera no covalente al antigeno directamente;

(2) sea adyacente a una region CDR o dentro de una CDR como la define Chothia
pero no Kabat;

(3) de lo contrario, interactie con una region CDR (por ejemplo, esta dentro de
aproximadamente 6A de una regidon CDR), (por ejemplo, identificada mediante el
modelado de la cadena ligera o pesada en la estructura resuelta de una cadena de
inmunoglobulina homéloga conocida); o

(4) sea un residuo que participa en la interfaz VL-VH.

[00346] En una modalidad, las secuencias humanizadas se generan utilizando un
protocolo de PCR de dos etapas que permite la introduccién de multiples mutaciones,
deleciones e inserciones utilizando la mutagénesis dirigida al sitio QuikChange Wang,
W. y Malcolm, B.A. (1999) BioTechniques 26: 680-682).

[00347] Los residuos del marco de las clases (1) a (3) como se define en Queen,
US 5,530,101, a veces se denominan, alternativamente, residuos canénicos y de vernier.

Los residuos del marco que ayudan a definir la conformacion de un bucle de CDR a
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veces se denominan residuos candnicos (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987); Thornton y Martin, J. Mol. Biol. 263:800 815 (1996)). Los residuos del marco que
soportan las conformaciones del bucle de union al antigeno y desempefian un papel en
el ajuste fino del ajuste de un anticuerpo al antigeno a veces se denominan residuos de
vernier (Foote y Winter, J. Mol. Biol 224: 487-499 (1992)).

[00348]  Otros residuos del marco que son candidatos para la sustitucion son los
residuos que crean un sitio potencial de glicosilacion. Todavia otros candidatos para la
sustituciéon son aminoacidos del marco humano aceptor que son inusuales para una
inmunoglobulina humana en esa posicion. Estos aminoacidos pueden sustituirse con
aminoacidos de la posicion equivalente del anticuerpo donante de raton o de las
posiciones equivalentes de las inmunoglobulinas humanas mas tipicas.

[00349]  Otros residuos del marco que son candidatos para la sustitucion son los
residuos de glutamina N-terminales (Q) que pueden reemplazarse con acido glutamico
(E) para minimizar el potencial de conversion de piroglutamato [Y. Diana Liu, et al., 2011,
J. Biol. Chem., 286: 11211-11217]. La conversion del acido glutamico (E) en
piroglutamato (pE) ocurre mas lentamente que a partir de la glutamina (Q). Debido a la
pérdida de una amina primaria en la conversion de glutamina a pE, los anticuerpos se
vuelven mas acidos. La conversion incompleta produce heterogeneidad en el anticuerpo
gue puede observarse como multiples picos, utilizando métodos analiticos basados en
la carga. Las diferencias de heterogeneidad pueden indicar una falta de control del
proceso.

[00350] Los ejemplos de anticuerpos humanizados son formas humanizadas del
3D6 de raton, designado Hu3D6.

[00351] El anticuerpo de ratdn 3D6 comprende regiones variables maduras de
cadena pesada y ligera que tienen secuencias de aminoacidos que comprenden SEQ ID
NO: 7y SEQ ID NO: 11, respectivamente. La invencion proporciona formas humanizadas
del anticuerpo 3D6 murino que incluyen 10 regiones variables maduras de cadena
pesada humanizadas ejemplificadas (hu3D6VHvbl (SEQ ID NO: 76), hu3D6VHvb2
(SEQ ID NO: 77), hu3D6VHvb3 (SEQ ID NO: 78), hu3D6VHvb4 (SEQ ID NO: 79),
hu3D6VHvb5 (SEQ ID NO: 80), hu3D6VHvb6 (SEQ ID NO: 90), hu3D6VHvb7 (SEQ ID
NO:91), hu3D6VHv1bAll D60E (h3D6VHvb8, SEQ ID NO:146), hu3D6VHvV1bAll
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L82cV (SEQ ID NO:147), and hu3D6VHv1bAl1l D60E_L80M_Q81E_L82cV_T83R
(h3D6VHVDhY9, SEQ ID NO:148)) y 56 regiones variables maduras de cadena ligera
humanizada ejemplificada (hu3D6VLvb1 (SEQ ID NO:83), hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO:84),
hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO:85), hu3D6VLV2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54G
(SEQ ID NO:94), hu3D6VLVv2 L54N (SEQ ID NO:95), hu3D6VLv2 L54E (SEQ ID NO:96),
hu3D6VLv2 L50E (SEQ ID NO:97), hu3D6VLvV2 L54Q (SEQ ID NO:98), hu3D6VLv2
L50D (SEQ ID NO:99), hu3D6VLVv2 L54K (SEQ ID NO:100), hu3D6VLv2 L54R (SEQ ID
NO:101), hu3D6VLV2 L54T (SEQ ID NO:102), hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID NO:103),
hu3D6VLVv2 148G (SEQ ID NO:104), hu3D6VLVv2 148D (SEQ ID NO:105), hu3D6VLv2
L47G (SEQ ID NO:106), hu3D6VLv2 Y49E (SEQ ID NO:107), hu3D6VLv2 L54V (SEQ
ID NO:108), hu3D6VLv2 L54S (SEQ ID NO:109), hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110),
hu3D6VLVv2 L47N (SEQ ID NO:111), hu3D6VLv2 L47D (SEQ ID NO:112), hu3D6VLv2
L47E (SEQ ID NO:113), hu3D6VLVv2 L47P (SEQ ID NO:114), hu3D6VLv2 L47T (SEQ ID
NO:115), hu3D6VLv2 L47S (SEQ ID NO:116), hu3D6VLv2 L47A (SEQ ID NO:117),
hu3D6VLv2 L50V (SEQ ID NO:118), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R (SEQ ID NO:119),
hu3D6VLVv2 L37Q_L50G_L54G (SEQ ID NO:120), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54G (SEQ
ID NO:121), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54T (SEQ ID NO:123), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D (SEQ ID NO:124),
hu3D6VLv2 L37Q_L54R (SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q_L54G (SEQ ID NO:126),
hu3D6VLv2 L37Q_L54D (SEQ ID NO:127), hu3D6VLv2 L37Q_L50G (SEQ ID NO:128),
hu3D6VLv2 L37Q_L50D (SEQ ID NO:129), hu3D6VLv2 L37Q_L54T (SEQ ID NO:130),
hu3D6VLv2 L37Q_S52G (SEQ ID NO:131), hu3D6VLVv2 L37Q _L54E (SEQ ID NO:145),
hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G (SEQ ID NO:132), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54R (SEQ
ID NO:133), hu3D6VLv2 L37Q_L50E_L54G (SEQ ID NO:134), hu3D6VLv2
L37Q_L50E_L54R (SEQ ID NO:135), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R_G100Q (SEQ ID
NO:136), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G_G100Q (SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54R_G100Q (SEQ ID NO:138), hu3D6VLVv2 L37Q_S52G_L54D_G100Q
(SEQ ID NO:139), hu3D6VLv2 L37Q L50D L54G_G100Q (SEQ ID NO:140),
hu3D6VLv2  L37Q_L50D_L54R_G100Q (SEQ ID  NO:141), hu3D6VLv2
L37Q_L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), y
hu3D6VLV2 G100Q (SEQ ID NO:144)).
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[00352] Las Figuras 2 y 3 muestran alineaciones de la region variable de la cadena
pesaday la regién variable de la cadena ligera, respectivamente, de 3D6 murino y varios
anticuerpos humanizados. Las Figuras 9A y 9B muestran la alineacion de la region
variable de la cadena pesada del 3D6 murino con la region variable de la cadena pesada
de varios anticuerpos humanizados. Las Figuras 10A, 10B, 10C y 10D muestran la
alineacion de la region variable de la cadena ligera de hu3D6VLv2 con la regién variable
de la cadena ligera de varios anticuerpos humanizados.

[00353] Por razones tales como posible influencia en la conformacion de CDR y/o
unién al antigeno, mediando la interaccidén entre cadenas pesadas y ligeras, interaccion
con la regién constante, siendo un sitio para modificacion postraduccional deseada o no
deseada, siendo un residuo inusual para su posicion en una secuencia de region variable
humana vy, por lo tanto, potencialmente inmunogénica, con potencial de agregacion, y
otras razones, las siguientes 35 posiciones de marco de region variable se consideraron
candidatas para sustituciones en las 56 regiones variables de cadena ligera madura
humana ejemplificadas y la variable de cadena pesada madura humana 10 ejemplificada
regiones, como se especifica en los ejemplos: L7 (T7S), L10 (T10S), L15 (115L), L17
(QL17E), L37 (L37Q), L45 (K45R), L47 (L47G, LATN, L47D, LATE, L47P, LATT, LATS, or
LA7A) , L48 (148G or 148D), L49 (Y49E), L83 (L83V), L86 (H86Y), L100 (A100Q), L106
(L1061), H1 (Q1E), H5 (Q5V), H11 (L11V), H17 (S17T), H20 (L20I), H23 (T23K), H38
(K38R), H42 (E42G), H43 (Q43K), H66 (K66R), H67 (A67V), H75 (S75T), H76 (N76D),
H80 (L80M), H81 (Q81E), H82c (L82cV), H83 (T83R), HI1 (Y91F), H93 (A93S), H94
(S94T), H108 (T108L) y H109 (L109V). Las siguientes 9 posiciones de CDR de region
variable se consideraron candidatas para sustituciones en las 56 regiones variables de
cadena ligera madura humana ejemplificadas y 10 regiones variables de cadena pesada
madura humana ejemplificadas, como se especifica adicionalmente en los ejemplos: L24
(K24R), L50 (L50E, L50D, L50G, or L50V), L52 (S52G), L54 (L54D, L54G, L54N, L54E,
L54Q, L54K, L54R, L54T, L54V, or L54S), H28 (N28T), H54 (N54D), H56 (D56E), H58
(V58I), and H60 (D60E). En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, CDR-H2 de Kabat
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 87. En algunos
anticuerpos 3D6 humanizados, CDR-H2 de Kabat tiene una secuencia de aminoacidos

gue comprende la SEQ ID NO: 149. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, CDR-H1
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Compuesto de Kabat-Chothia tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la
SEQ ID NO: 86, y CDR-H2 de Kabat tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
la SEQ ID NO: 87. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, CDR-H1 Compuesto de
Kabat-Chothia tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 86 y
CDR-H2 de Kabat tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO:
88. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, CDR-H1 Compuesto de Kabat-Chothia
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 86 y CDR-H2 de
Kabat tiene una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 92. En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, Kabat CDR-L1 tiene una secuencia de
aminoécidos que comprende la SEQ ID NO: 89. En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, Kabat CDR-L2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 150-175.

[00354]  Aqui, como en otros lugares, el residuo mencionado en primer lugar es el
residuo de un anticuerpo humanizado formado por injerto de CDR de Kabat o una CDR
compuesta de Chothia-Kabat en el caso de CDR-H1 en un marco aceptor humano, y el
residuo mencionado en segundo lugar es un residuo que se esta considerando para
reemplazar dicho residuo. Por tanto, dentro de los marcos de las regiones variables, el
primer residuo mencionado es humano, y dentro de las CDR, el primer residuo
mencionado es el raton.

[00355] Los anticuerpos ejemplificados incluyen cualquier permutaciones o
combinaciones de las regiones variables de cadena ligera y pesada madura
ejemplificadas ~ VHvb1/VLvDb1, VHvb1/VLvb2, VHvb1/VLvb3, VHvb2/VLvb1,
VHvb2/VLvb2, VHvb2/VLvb3, VHvb3/VLvb1, VHvb3/VLvb2, VHvb3/VLvb3,
VHvb4/VLvbl,  VHvb4/VLvb2,  VHvb4/VLvb3,  VHvb5/VLvbl,  VHvb5/VLvb2,
VHvb5/VLVb3,  VHvb6/VLvVbl,  VHvb6/VLvVb2,  VHvb6/VLVD3,  VHvb7/VLvbl,
VHvb7/VLvb2, VHvb7/VLvb3. Los anticuerpos ejemplificados incluyen cualesquiera
permutaciones o combinaciones de las regiones variables de la cadena pesada madura
ejemplificadas hu3D6VHvb1l (SEQ ID NO: 76), hu3D6VHvb2 (SEQ ID NO: 77),
hu3D6VHvb3 (SEQ ID NO: 78), hu3D6VHvb4 (SEQ ID NO : 79), hu3D6Hvb5 (SEQ ID
NO: 80), hu3D6VHvb6 (SEQ ID NO: 90), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO: 91), hu3D6VHvb7
(SEQ ID NO:91), hu3D6VHv1bA11 D60OE (h3D6VHVb8, SEQ ID NO:146),
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hu3D6VHv1bAll L82cV (SEQ ID NO:147), and hu3D6VHv1bA1l1l
D60E_L80M_QS81E_L82cV_T83R (h3D6VHvb9, SEQ ID NO:148) with any of the
humanized 3D6VL light chain variable regions hu3D6VLvbl (SEQ ID NO:83),
hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO:84), hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO:85), hu3D6VLv2 L54D (SEQ
ID NO:93), hu3D6VLV2 L54G (SEQ ID NO:94), hu3D6VLv2 L54N (SEQ ID NO:95),
hu3D6VLv2 L54E (SEQ ID NO:96), hu3D6VLv2 L50E (SEQ ID NO:97), hu3D6VLv2
L54Q (SEQ ID NO:98), hu3D6VLv2 L50D (SEQ ID NO:99), hu3D6VLv2 L54K (SEQ ID
NO:100), hu3D6VLv2 L54R (SEQ ID NO:101), hu3D6VLv2 L54T (SEQ ID NO:102),
hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID NO:103), hu3D6VLv2 148G (SEQ ID NO:104), hu3D6VLv2
148D (SEQ ID NO:105), hu3D6VLv2 L47G (SEQ ID NO:106), hu3D6VLv2 Y49E (SEQ ID
NO:107), hu3D6VLv2 L54V (SEQ ID NO:108), hu3D6VLv2 L54S (SEQ ID NO:109),
hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3D6VLv2 L47N (SEQ ID NO:111), hu3D6VLv2
L47D (SEQ ID NO:112), hu3D6VLv2 LA7E (SEQ ID NO:113), hu3D6VLv2 L47P (SEQ ID
NO:114), hu3D6VLv2 L47T (SEQ ID NO:115), hu3D6VLv2 L47S (SEQ ID NO:116),
hu3D6VLv2 L47A (SEQ ID NO:117), hu3D6VLv2 L50V (SEQ ID NO:118), hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54R (SEQ ID NO:119), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G (SEQ ID NO:120),
hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54G (SEQ ID NO:121), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54R (SEQ
ID NO:122), hu3D6VLv2 L37Q _S52G_L54T (SEQ ID NO:123), hu3D6VLv2
L37Q_S52G _L54D (SEQ ID NO:124), hu3D6VLv2 L37Q L54R (SEQ ID NO:125),
hu3D6VLv2 L37Q_L54G (SEQ ID NO:126), hu3D6VLv2 L37Q_L54D (SEQ ID NO:127),
hu3D6VLv2 L37Q_L50G (SEQ ID NO:128), hu3D6VLv2 L37Q_L50D (SEQ ID NO:129),
hu3D6VLv2 L37Q_L54T (SEQ ID NO:130), hu3D6VLv2 L37Q_S52G (SEQ ID NO:131),
hu3D6VLv2 L37Q L54E (SEQ ID NO:145), hu3D6VLv2 L37Q L50D_L54G (SEQ ID
NO:132), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54R (SEQ ID NO:133), hu3D6VLv2
L37Q_L50E_L54G (SEQ ID NO:134), hu3D6VLv2 L37Q_L50E_L54R (SEQ ID NO:135),
hu3D6VLv2  L37Q_L50G_L54R_G100Q (SEQ ID  NO:136), hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54G_G100Q (SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54R_G100Q
(SEQ ID NO:138), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D _G100Q (SEQ ID NO:139),
hu3D6VLv2  L37Q_L50D_L54G_G100Q (SEQ ID  NO:140), hu3D6VLv2
L37Q_L50D_L54R_G100Q (SEQ ID NO:141), hu3D6VLv2 L37Q_L50V_L54D_G100Q
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(SEQ ID NO:142), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), y hu3D6VLv2 G100Q (SEQ ID
NO:144).

[00356] Los anticuerpos ejemplificados incluyen cualesquiera permutaciones o
combinaciones de las regiones variables de cadena pesada maduras ejemplificadas
hu3D6VHvb1l (SEQ ID NO:76), hu3D6VHvb2 (SEQ ID NO:77), hu3D6VHvb3 (SEQ ID
NO:78), hu3D6VHvb4 (SEQ ID NO:79), hu3D6Hvb5 (SEQ ID NO:80), hu3D6VHvb6
(SEQ ID NO:90), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91),
hu3D6VHv1bA11l D60E (h3D6VHVb8, SEQ ID NO:146), hu3aD6VHvV1bAll L82cV (SEQ
ID NO:147), y hu3aD6VHv1bA11l D60E_L80M_Q81E_L82cV_T83R (h3D6VHVb9, SEQ ID
NO:148) con cualquiera de las regiones variables de cadena ligera de 3D6VL
humanizadas hu3D6VLv1 (SEQ ID NO: 20), hu3D6VLv2 (SEQ ID NO: 21), hu3D6VLv3
(SEQ ID NO: 22) y hu3D6VLV4 (SEQ ID NO: 22). Los anticuerpos ejemplificados incluyen
cualesquiera permutaciones o combinaciones de las regiones variables de cadena ligera
madura ejemplificadas hu3D6VLvbl (SEQ ID NO: 83), hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO: 84),
hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO: 85), hu3D6VLVv2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54G
(SEQ ID NO:94), hu3D6VLV2 L54N (SEQ ID NO:95), hu3D6VLv2 L54E (SEQ ID NO:96),
hu3D6VLv2 L50E (SEQ ID NO:97), hu3D6VLv2 L54Q (SEQ ID NO:98), hu3D6VLv2
L50D (SEQ ID NO:99), hu3D6VLVv2 L54K (SEQ ID NO:100), hu3D6VLVv2 L54R (SEQ ID
NO:101), hu3D6VLV2 L54T (SEQ ID NO:102), hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID NO:103),
hu3D6VLVv2 148G (SEQ ID NO:104), hu3D6VLv2 148D (SEQ ID NO:105), hu3D6VLv2
L47G (SEQ ID NO:106), hu3D6VLV2 Y49E (SEQ ID NO:107), hu3D6VLv2 L54V (SEQ
ID NO:108), hu3D6VLv2 L54S (SEQ ID NO:109), hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110),
hu3D6VLv2 L47N (SEQ ID NO:111), hu3D6VLv2 L47D (SEQ ID NO:112), hu3D6VLv2
L47E (SEQ ID NO:113), hu3D6VLV2 L47P (SEQ ID NO:114), hu3D6VLv2 L47T (SEQ ID
NO:115), hu3D6VLv2 L47S (SEQ ID NO:116), hu3D6VLv2 L47A (SEQ ID NO:117),
hu3D6VLv2 L50V (SEQ ID NO:118), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R (SEQ ID NO:119),
hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G (SEQ ID NO:120), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54G (SEQ
ID NO:121), hu3D6VLv2 L37Q S52G L54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54T (SEQ ID NO:123), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D (SEQ ID NO:124),
hu3D6VLVv2 L37Q_L54R (SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q_L54G (SEQ ID NO:126),
hu3D6VLv2 L37Q_L54D (SEQ ID NO:127), hu3D6VLv2 L37Q_L50G (SEQ ID NO:128),
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hu3D6VLv2 L37Q_L50D (SEQ ID NO:129), hu3D6VLv2 L37Q_L54T (SEQ ID NO:130),
hu3D6VLv2 L37Q_S52G (SEQ ID NO:131), hu3D6VLv2 L37Q_L54E (SEQ ID NO:145),
hu3D6VLv2 L37Q _L50D_L54G (SEQ ID NO:132), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54R (SEQ
ID NO:133), hu3D6VLv2 L37Q_L50E_L54G (SEQ ID NO:134), hu3D6VLv2
L37Q_L50E_L54R (SEQ ID NO:135), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R_G100Q (SEQ ID
NO:136), hu3D6VLv2 L37Q_L50G L54G_G100Q (SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54R_G100Q (SEQ ID NO:138), hu3D6VLVv2 L37Q_S52G_L54D_G100Q
(SEQ ID NO:139), hu3D6VLv2 L37Q _L50D L54G_G100Q (SEQ ID NO:140),
hu3D6VLv2  L37Q_L50D L54R_G100Q (SEQ ID  NO:141), hu3D6VLv2
L37Q_L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), y
hu3D6VLv2 G100Q (SEQ ID NO:144) con cualquiera de las regiones variables de
cadena pesada de 3D6 humanizadas hu3D6VHv1 (SEQ ID NO: 15); hu3D6VHv2 (SEQ
ID NO: 16); hu3D6VHvlb (SEQ ID NO: 17); hu3D6VHv1bAll (SEQ ID NO: 18);
hu3D6VHV5 (SEQ ID NO: 19); hu3D6VHv1bA11B6G2 (SEQ ID NO: 46);
hu3D6VHV1bA11B6H3 (SEQ ID NO: 47); hu3D6VHvlc (SEQ ID NO: 48); hu3D6VHv1d
(SEQ ID NO: 49); hu3D6VHvle (SEQ ID NO: 50); hu3D6VHv1f (SEQ ID NO: 51);
hu3D6VHv3 (SEQ ID NO: 52); hu3D6VHv3b (SEQ ID NO: 53); hu3D6VHv3c (SEQ ID
NO: 54); hu3D6VHv4 (SEQ ID NO: 55); hu3aD6VHv4b (SEQ ID NO: 56); y hu3D6VHv4c
(SEQ ID NO: 57).

[00357] La invencion proporciona un anticuerpo en el que la regién variable de
cadena pesada humanizada hu3D6VHv1bAll, también conocida como h3D6Hu5, (SEQ
ID NO:18) se combina con la region variable de cadena ligera humanizada hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54R (L2-DIM4, SEQ ID NO:122). La invencion proporciona un anticuerpo
en el que la region variable de cadena pesada humanizada hu3D6VHv1bA1l1l, también
conocida como h3D6Hu5, (SEQ ID NO:18) se combina con la regién variable de cadena
ligera humanizada hu3D6VLv2 L37Q _ S52G_L54T (L2-DIM5, SEQ ID NO:123). La
invencion proporciona un anticuerpo en el que la regién variable de cadena pesada
humanizada h3D6VHvb8 (SEQ ID NO:146) se combina con la region variable de cadena
ligera humanizada hu3D6VLv2 L37Q_S52G _L54R (L2-DIM4, SEQ ID NO:122). La
invencion proporciona un anticuerpo en el que la regién variable de cadena pesada
humanizada hu3D6VHv1bA1l1l, también conocida como h3D6Hu5, (SEQ ID NO:18) se
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combina con la regién variable de cadena ligera humanizada hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54G (L2-DIM3, SEQ ID NO:121). La invencidn proporciona un anticuerpo
en el que la region variable de cadena pesada humanizada hu3D6VHv1bA1l1l, también
conocida como h3D6Hu5, (SEQ ID NO:18) se combina con la regién variable de cadena
ligera humanizada hu3D6VLv2 S52G (L2-DIM9, SEQ ID NO:110). La invencion
proporciona un anticuerpo en el que la region variable de cadena pesada humanizada
h3D6VHvb8 (SEQ ID NO:146) se combina con la regién variable de cadena ligera
humanizada hu3D6VLVv2 L54G (L2-DIM7, SEQ ID NO:94). La invencion proporciona un
anticuerpo en el que la region variable de cadena pesada humanizada hu3aD6VHv1bA1l1l,
también conocida como h3D6HuU5, (SEQ ID NO:18) se combina con la region variable de
cadena ligera humanizada hu3D6VLv2 L50G (L2-DIM22, SEQ ID NO:103).

[00358] La invencion proporciona un anticuerpo en el que cualquiera de las regiones
variables de cadena pesada humanizadas ejemplificadas se combina con una regién
constante de cadena pesada humana. Se proporciona una region constante de cadena
pesada humana ejemplar como SEQ ID NO: 176 (IgG1: alotipo G1m17,1). Por ejemplo,
SEQ ID NO: 178 establece la secuencia de aminoacidos de una cadena pesada madura
de una variante humanizada 3D6 (alotipo hu3D6VHv1bA11 IgG1 G1m17). Por ejemplo,
SEQ ID NO: 180 establece la secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de una
variante humanizada 3D6 (alotipo hu3D6VHvV1bA1l IgG1 G1m17) de péptido sefial de
alfa-lactoalbumina bovina en el extremo N-terminal. La invencién proporciona un
anticuerpo en el que cualquiera de las regiones de cadena ligera humanizadas
ejemplificadas se combina con una region constante de cadena ligera. Se proporciona
una region constante de cadena ligera ejemplar como SEQ ID NO: 177 (kappa). Por
ejemplo, SEQ ID NO: 179 establece la secuencia de aminoacidos de una cadena ligera
madura de una variante humanizada 3D6 (hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54R, L2-
DIM4 kappa). Por ejemplo, SEQ ID NO: 181 establece la secuencia de aminoacidos de
una cadena ligera de wuna variante humanizada 3D6 (hu3D6VLv2 variante
L37Q_S52G_L54R, L2-DIM4 kappa) con péptido sefial de alfa-lactoalbumina bovina en
el extremo N-terminal.

[00359] La invencién proporciona variantes del anticuerpo humanizado 3D6 en el

que la regioén variable de cadena pesada madura humanizada muestra al menos 90%,
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95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con hu3D6VHvbl (SEQ ID NO: 76),
hu3D6VHvb2 (SEQ ID NO: 77), hu3aD6VHvb3 (SEQ ID NO: 78), hu3D6VHvb4 (SEQ ID
NO: 79), hu3D6Hvb5 (SEQ ID NO: 80), hu3D6VHvb6 (SEQ ID NO: 90), hu3D6VHvb7
(SEQ ID NO:91), hu3D6VHvb7 (SEQ ID NO:91), hu3D6VHv1bA1l D60E (h3D6VHvVbS,
SEQ ID NO:146), hu3D6VHv1bAll L82cV (SEQ ID NO:147), o hu3D6VHv1bA1ll
D60E_L80M_Q81E_L82cV_T83R (h3D6VHVb9, SEQ ID NO:148) y la regidn variable de
cadena ligera madura humanizada muestra al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
de identidad con hu3D6VLvbl (SEQ ID NO: 83), hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO: 84),
hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO: 85), hu3D6VLv2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54G
(SEQ ID NO:94), hu3D6VLv2 L54N (SEQ ID NO:95), hu3aD6VLv2 L54E (SEQ ID NO:96),
hu3D6VLv2 L50E (SEQ ID NO:97), hu3D6VLvV2 L54Q (SEQ ID NO:98), hu3D6VLv2
L50D (SEQ ID NO:99), hu3D6VLV2 L54K (SEQ ID NO:100), hu3D6VLv2 L54R (SEQ ID
NO:101), hu3D6VLV2 L54T (SEQ ID NO:102), hu3D6VLv2 L50G (SEQ ID NO:103),
hu3D6VLv2 148G (SEQ ID NO:104), hu3D6VLv2 148D (SEQ ID NO:105), hu3D6VLv2
L47G (SEQ ID NO:106), hu3D6VLv2 Y49E (SEQ ID NO:107), hu3D6VLVv2 L54V (SEQ
ID NO:108), hu3D6VLv2 L54S (SEQ ID NO:109), hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110),
hu3D6VLVv2 L47N (SEQ ID NO:111), hu3D6VLv2 L47D (SEQ ID NO:112), hu3D6VLv2
LA7E (SEQ ID NO:113), hu3D6VLv2 L47P (SEQ ID NO:114), hu3D6VLv2 L47T (SEQ ID
NO:115), hu3D6VLv2 L47S (SEQ ID NO:116), hu3D6VLv2 L47A (SEQ ID NO:117),
hu3D6VLv2 L50V (SEQ ID NO:118), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R (SEQ ID NO:119),
hu3D6VLVv2 L37Q_L50G_L54G (SEQ ID NO:120), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54G (SEQ
ID NO:121), hu3D6VLv2 L37Q _S52G _L54R (SEQ ID NO:122), hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54T (SEQ ID NO:123), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D (SEQ ID NO:124),
hu3D6VLVv2 L37Q_L54R (SEQ ID NO:125), hu3D6VLv2 L37Q_L54G (SEQ ID NO:126),
hu3D6VLv2 L37Q_L54D (SEQ ID NO:127), hu3D6VLv2 L37Q_L50G (SEQ ID NO:128),
hu3D6VLv2 L37Q_L50D (SEQ ID NO:129), hu3D6VLv2 L37Q_L54T (SEQ ID NO:130),
hu3D6VLv2 L37Q_S52G (SEQ ID NO:131), hu3D6VLv2 L37Q_L54E (SEQ ID NO:145),
hu3D6VLv2 L37Q _L50D_L54G (SEQ ID NO:132), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54R (SEQ
ID NO:133), hu3D6VLv2 L37Q_L50E_L54G (SEQ ID NO:134), hu3D6VLv2
L37Q_L50E_L54R (SEQ ID NO:135), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R_G100Q (SEQ ID
NO:136), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G_G100Q (SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2
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L37Q_S52G_L54R_G100Q (SEQ ID NO:138), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D_G100Q
(SEQ ID NO:139), hu3D6VLv2 L37Q L50D L54G_G100Q (SEQ ID NO:140),
hu3D6VLv2  L37Q L50D L54R_G100Q (SEQ ID  NO:141), hu3D6VLV2
L37Q_L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), o
hu3D6VLv2 G100Q (SEQ ID NO:144). En algunos de estos anticuerpos, al menos 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 o todas las 44 retromutaciones u
otras mutaciones en las SEQ ID NO: 76-80, SEQ ID NO: 90- 91, SEQ ID NOs: 146-148,
SEQ ID NOs: 83-85y SEQ ID NOs: 93-145 se retienen.

[00360] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, al menos una de las siguientes
posiciones en la regién VH estd ocupada por el aminoacido especificado: H93 esta
ocupada por S y H94 esta ocupada por T. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las
posiciones H93 y H94 estan ocupadas por Sy T, respectivamente.

[00361] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicién H91 en la regién VH
esta ocupada por F.

[00362] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, al menos una de las siguientes
posiciones en la region VH esta ocupada por el aminoacido especificado: H1 esta
ocupada por E, H5 esta ocupada por V, H11 esta ocupada por V, H20 esta ocupada por
I, H23 esta ocupada por K, H38 est& ocupada por R, H42 est& ocupada por G, H43 esta
ocupada por K, H66 esta ocupada por R, H75 esta ocupada por T, H76 esta ocupada por
D, H81 esta ocupada por E, H108 esta ocupada por L, H109 estd ocupada por V. En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones H1, H5, H11, H20, H23, H38, H42,
H43, H66, H75, H76, H81, H108 y H109 en la region VH estan ocupadas por E, V, V, |,
K/R,G,K R, T,D,E, LyV, respectivamente.

[00363] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, al menos una de las siguientes
posiciones en la regién VH estd ocupada por el aminoacido especificado: H17 esta
ocupada por T, H80 estd ocupada por M, H83 esta ocupada por R. En algunos
anticuerpos humanizados 3D6, las posiciones H17, H80 y H83 en la region VH estan
ocupadas por T, My R, respectivamente.

[00364] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicién H58 en la regién VH

esta ocupada por I.
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[00365] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, al menos una de las siguientes
posiciones en la regién VH estd4 ocupada por el aminodcido especificado: H28 esta
ocupada por T, H67 esta ocupada por V. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las
posiciones H28 y H67 en la region VH estan ocupadas por Ty V.

[00366] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, al menos una de las siguientes
posiciones en la regién VH estd4 ocupada por el amino4cido especificado: H54 esti
ocupada por D, H56 esta ocupada por E. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las
posiciones H54 y H56 en la region VH estan ocupadas por D y E, respectivamente.

[00367] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, al menos una de las siguientes
posiciones en la region VH esta ocupada por el aminoacido especificado: H1 esti
ocupada por Q o E, H5 esta ocupada por Q o V, H11 esta ocupada por L o V, H17 esta
ocupada por S o T, H20 esta ocupada por L o I, H23 esta ocupada por T o K, H28 esta
ocupada por N o T, H38 esta ocupada por K 0 R, H42 esta ocupada por E 0 G , H43 esta
ocupada por Q o K, H54 esta ocupada por N o D, H56 esta ocupada por D o E, H58 esta
ocupada por V o |, H66 esta ocupada por K 0 R, H67 esta ocupada por A o V, H75 esta
ocupada por S o T, H76 esta ocupada por N o D, H80 esta ocupada por L o M, H81 esta
ocupada por Q o E, H83 esta ocupada por T o R, H91 esta ocupada por F 0 Y, H93 esta
ocupada por S, H94 estd ocupada por T, H108 estd ocupada por T o L, H109 esta
ocupada por L o V.

[00368] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones H91, H93 y H94
en la region VH estan ocupadas por F, Sy T, respectivamente, como en huVHvbl1. En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones H1, H5, H11, H20, H23, H38, H42,
H43, H66, H75, H76, H81, H91, H93, H94, H108 y H109 en la region VH estan ocupadas
porE,V,V,ILK,R,G,K,R, T,D,E,F, S, T, Ly V, respectivamente, como en huVHvb2.
En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23,
H38, H42, H43, H58, H66, H75, H76, H80, H81, H83, H93, H94, H108 y H109 en el la
region VH estdn ocupadas porE, V, V, T, I, K, R, G, K, , R, T,D,M,E,R, S, T, LYy V,
respectivamente, como en huVHvb3. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las
posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23, H28, H38, H42, H43, H58, H66, H67, H75, H76,
H80, H81, H83, H93, H94, H108 y H109 en la regién VH estan ocupadas por E, V, V, T,
LK, TR GK LR VTD MER,S, T,L,vyYV, respectivamente, como en huVHvb4.
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En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23,
H28, H38, H42, H43, H54, H56, H58, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, H93, H94
H108 y H109 en la region VH estan ocupadas porE, V,V, T, , K, T, R, G, K, D, E, |, R,
V,T,D,M,E,R, S, T, LyV, respectivamente, como en huVHvb5. En algunos anticuerpos
3D6 humanizados, las posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23, H28, H38, H42, H43,
H54, H56, H66, H67, H75, H76, H80, H81, H83, H91, H93, H94 , H108 y H109 en la
region VH estan ocupadas porE, V, V, T, K, T,R,G,K,D,E,R,V, T,D,M,E, R, F, S,
T,LyV, respectivamente, como en huVHvb6. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados,
las posiciones H1, H5, H11, H17, H20, H23, H28, H38, H42, H43, H54, H56, H66, H67,
H75, H76, H80, H81, H83, H93, H94, H108 , y H109 en la regién VH estan ocupadas por
E.V,V,T,LK, T,R,G,K,D,E,R,V,T,D,M,E,R, S, T, Ly V, respectivamente, como
en huVHvb7.

[00369] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion H60 esta ocupada
por E, como en hu3D6VHv1bAll D60E (h3D6VHvb8). En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, la posicién H82C esté& ocupada por V, como en hu3D6VHv1bA11l L82cV.
En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones H60, H80, H81, H82c, y H83
estdin ocupadas por E, M, E, V, y R, como en hu3D6VHv1bAll
D60E_L80M_Q81E_L82cV_T83R (h3D6VHVb9).

[00370] La regién variable de cadena pesada de cualquiera de los anticuerpos
arriba referenciados se puede modificar para reducir ain mas la inmunogenicidad. Por
ejemplo, en algunos de los anticuerpos humanizados la posicion H80 esta ocupada por
M y/o la posicién H82c est4 ocupada por V.

[00371] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, al menos una de las siguientes
posiciones en la region VL estd ocupada por el aminoacido especificado: L7 esta
ocupada por S, L10 esta ocupada por S, L15 esta ocupada por L, L83 esta ocupada por
V, L86 estd ocupada por Y y L106 estd ocupada por |. En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, las posiciones L7, L10, L15, L83, L86 y L106 estan ocupadas por S, S, L,
V,Y eY, respectivamente.

[00372] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, al menos una de las siguientes

posiciones en la regién VL esta ocupada por el aminoacido como se especifica: L7 es T
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0S,L10esToS,L15esloL,L17esQoE,L24esKoR,L37esL0Q,L45es Ko R,
L83esLoV,L86esHOY,L100esA0Q,L106esL ol

[00373] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L7, L10, L15,
L83, L86 y L106 en la regidn VL estan ocupadas por S, S, L, V, Y e |, respectivamente,
como en huVLvb2. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L7, L10,
L15, L17, L24, L37, L45, L83, L86, L100 y L106 en la regidon VL estan ocupadas por S,
S,LLE,R, Q,R, V,Y, Q e, respectivamente, como en huVLvb3.

[00374] La region variable de la cadena ligera de cualquiera de los anticuerpos
mencionados anteriormente se puede modificar para reducir aun mas la
inmunogenicidad. Por ejemplo, en algunos de los anticuerpos humanizados, la posicion
L47 estd ocupada por G, N, D, E, P, T, S 0 A; la posicion L48 est4 ocupada por G o D; la
posicion L49 esta ocupada por E; la posicion L50 esta ocupada por E, D, G o V; la
posicion L52 esta ocupada por G; y/o la posicion L54 esta ocupada por D, G, N, E, Q, K,
R, T, V 0 S. La region variable de la cadena pesada de cualquiera de los anticuerpos
mencionados anteriormente se puede modificar para reducir adicionalmente la
inmunogenicidad. Por ejemplo, en algunos de los anticuerpos humanizados la posicion
H80 esta ocupada por M y/o la posicion H82c esta ocupada por V.

[00375] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L54 esta ocupada
por D, como en hu3D6VLv2 L54D. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion
L54 estd ocupada por G, como en hu3D6VLv2 L54G. En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, la posicion L54 esta ocupada por N, como en hu3D6VLv2 L54N, En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posiciéon L54 esta ocupada por E, como en
hu3D6VLv2 L54E. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posiciébn L50 esta
ocupada por E, como en hu3D6VLv2 L50E. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados,
la posicion L54 esta ocupada por Q, como en hu3D6VLv2 L54Q. En algunos anticuerpos
3D6 humanizados, la posicién L50 esta ocupada por D, como en hu3D6VLv2 L50D. En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L54 esta ocupada por K, como en
hu3D6VLv2 L54K. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L54 esta
ocupada por R, como en hu3D6VLv2 L54R. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados,
la posicion L54 esta ocupada por T, como en hu3D6VLv2 L54T. En algunos anticuerpos

3D6 humanizados, la posicién L50 esta ocupada por G, como en hu3D6VLv2 L50G. En
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algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L48 estd ocupada por G, como en
hu3D6VLv2 148G. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L48 esti
ocupada por D, como en hu3D6VLVv2 148D. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados,
la posicion L47 esta ocupada por G, como en hu3D6VLv2 L47G. En algunos anticuerpos
3D6 humanizados, la posiciéon L49 esta ocupada por E, como en hu3D6VLv2 Y49E. En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L54 esta ocupada por V, como en
hu3D6VLv2 L54V. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L54 esta
ocupada por S, como en hu3D6VLv2 L54S. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados,
la posicion L52 esta ocupada por G, como en hu3D6VLv2 S52G. En algunos anticuerpos
3D6 humanizados, la posicion L47 est4 ocupada por N, como en hu3D6VLv2 L47N. En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L47 est4 ocupada por D, como en
hu3D6VLv2 L47D. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L47 esta
ocupada por E, como en hu3D6VLv2 L47E. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados,
la posicién L47 esta ocupada por P, como en hu3D6VLv2 L47P. En algunos anticuerpos
3D6 humanizados, la posicién L47 estd ocupada por T, como en hu3D6VLv2 L47T. En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L47 esta ocupada por S, como en
hu3D6VLv2 L47S. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion L47 esta
ocupada por A, como en hu3D6VLv2 L47A. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados,
la posicién L50 estéd ocupada por V, como en hu3D6VLv2 L50V.

[00376] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50, y L54
estdn ocupadas por Q, G, y R, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54R. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50,
y L54 estan ocupadas por Q, G, y G, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54G. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L52,
y L54 estan ocupadas por Q, G, y G, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54G. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L52,
y L54 estan ocupadas por Q, G, y R, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54R. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L52,
y L54 estdn ocupadas por Q, G, y T, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54T. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L52,
y L54 estan ocupadas por Q, G, y D, respectivamente, como en hu3D6VLv2
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L37Q_S52G_L54D.

[00377] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37 y L54 are
occupied Q y R, respectivamente, como en hu3D6VLv2 L37Q_L54R. En algunos
anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37 y L54 estan ocupadas por Q y G,
respectivamente, como en hu3D6VLv2 L37Q_L54G. En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, las posiciones L37 y L54 estan ocupadas por Q y D, respectivamente,
como en hu3D6VLv2 L37Q_L54D. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las
posiciones L37 y L50 estan ocupadas por Q y G, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L50G. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37 y L50 estan
ocupadas por Q y D, respectivamente, como en hu3D6VLv2 L37Q_L50D. En algunos
anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37 y L54 estan ocupadas por Q y T,
respectivamente, como en hu3D6VLv2 L37Q L54T. En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, las posiciones L37 y L52 estdn ocupadas por Q y G, respectivamente,
como en hu3D6VLv2 L37Q_S52G. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las
posiciones L37 y L54 estan ocupadas por Q y E, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L54E.

[00378] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50, y L54
estdn ocupadas por Q, D, y G, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L50D_L54G. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50,
y L54 estan ocupadas por Q, D, y R, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q _L50D_L54R. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50,
y L54 estan ocupadas por Q, E, y G, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L50E_L54G. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50,
y L54 estan ocupadas por Q, E, y R, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L50E_L54R.

[00379] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50, L54, y
L100 estan ocupadas por Q, G, R, y Q, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54R_G100Q. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones
L37, L50, L54, y L100 estan ocupadas por Q, G, G, y Q, respectivamente, como en
hu3D6VLv2 L37Q L50G_L54G_G100Q. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las
posiciones L37, L52, L54, y L100 estan ocupadas por Q, G, R, y Q, respectivamente,
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como en hu3D6VLv2 L37Q _S52G L54R_G100Q. En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, las posiciones L37, L52, L54, y L100 estan ocupadas por Q, G, D,y Q,
respectivamente, como en hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D G100Q. En algunos
anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50, L54, y L100 estan ocupadas por
Q, D, G, y Q, respectivamente, como en hu3D6VLv2 L37Q_L50D L54G_G100Q. En
algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones L37, L50, L54, y L100 estan
ocupadas por Q, D, R, y Q, respectivamente, como en hu3D6VLv2
L37Q_L50D L54R_G100Q. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, las posiciones
L37, L50, L54, y L100 estan ocupadas por Q, V, D, y Q, respectivamente, como en
hu3D6VLv2 L37Q_L50V_L54D_G100Q.

[00380] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicién L37 esta ocupada
por Q, como en hu3D6VLV2 L37Q. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la posicion
L100 esta ocupada por Q como en hu3D6VLv2 G100Q.

[00381]  Algunos anticuerpos 3D6 humanizados comprenden una region variable de
cadena pesada madura que comprende las CDR H1, H2 y H3 que comprenden las SEQ
ID NO: 8, 9, y 10, respectivamente, excepto que la posicion H28 puede estar ocupada
por N o T, H54 puede estar ocupada por N o D, H56 puede estar ocupada por D 0 E, la
posicion H58 ocupada por V o |, la posicion y H60 puede estar ocupada por D o E, una
region variable de cadena ligera madura que comprende las CDR L1, L2 y L3 que
comprenden las SEQ ID NO: 12, 13, y 14 respectivamente, excepto que la posicion L24
puede ser ocupada por K o R, la posicién L50 puede ser ocupada por L, E. D, Go V, la
posicion L52 puede ser ocupada por S o G, y La posicion L54 puede estar ocupada por
L,D,G,NE, Q K, R, T, VoS, donde al menos una de las siguientes posiciones esta
ocupada por el aminoacido especificado: H1 esta ocupada por Q, H5 esta ocupada por
Q, H11 esta ocupada por L, H20 esta ocupada por L, H23 esta ocupada por T, H38 esta
ocupada por K, H75 esta ocupada por S, H56 esta ocupada por E, H58 est4 ocupada por
I, H60 esta ocupada por E, H82c esta ocupada por V, L10 esta ocupada por T, L17 esta
ocupada por E, L24 esta ocupada por R, L37 esta ocupada por Q, L47 esta ocupada por
G,N,D,E,P, T,S,orA, L48 esta ocupada por G or D, L49 esta ocupada por E, L50 esta
ocupada por E, D, G, or V, L52 esta ocupada por G, L54 esta ocupada por D, G, N. E,
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Q. K, R, T, V,orS, L83 esta ocupada por L, L86 esta ocupada por H, L100 est4 ocupada
por Q, L106 est& ocupada por L.

[00382]  Algunos anticuerpos 3D6 humanizados comprenden tres CDR de cadena
ligera y tres CDR de cadena pesada del anticuerpo monoclonal 3D6, en el que 3D6 es
un anticuerpo de raton caracterizado por una regién variable de cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 7 y una region variable
de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende SEQ ID NO:
11, excepto que la posicion H27 puede estar ocupada por F 0 Y, la posicion H28 puede
estar ocupada por N o T, la posicion H29 puede estar ocupada por | o F, la posicién H30
puede estar ocupada por K o T, la posicién H51 puede estar ocupada por 1 o V, la posicion
H54 puede estar ocupada por N o D, la posiciéon H60 puede estar ocupada por D, Ao E,
la posicion H61 puede estar ocupada por P o E, la posicion H102 puede estar ocupada
por F oY, la posicion L50 puede estar ocupada por L, E. D, G o0 V, la posicion L52 puede
estar ocupada por S 0 G, y la posicién L54 puede estar ocupada por L, D, G, N, E, Q, K,
R, T, V o S, donde al menos una de las siguientes posiciones esta ocupada por el
aminoacido especificado: L37 e sta ocupada por Q, L47 esta ocupada por G, N, D, E, P,
T, S 0 A, L48 estéa ocupada por G o D, L49 esta ocupada por E, L50 esta ocupada por E,
D, G, or V, L52 esta ocupada por G, L54 estd ocupada por D, G,N.E,Q,K,R, T,Vo0 S,
L100 esté& ocupada por Q, H60 esta ocupada por E, H82c esta ocupada por V.

[00383] En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la cadena pesada variable tiene
>85% de identidad con la secuencia humana. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados,
la cadena ligera variable tiene >85% de identidad con la secuencia humana. En algunos
anticuerpos 3D6 humanizados, cada cadena pesada variable y cadena ligera variable
tiene >85% de identidad con la secuencia de la linea germinal humana. En algunos
anticuerpos 3D6 humanizados, las tres CDR de cadena pesada son las definidas por el
Compuesto de Kabat/Chothia (SEQ ID NO: 8, 9y 10) y las tres CDR de cadena ligera
son las definidas por el Compuesto de Kabat/Chothia (SEQ ID NO: 12, 13y 14); siempre
gue la posicion H28 esté ocupada por N o T, la posicion H54 esté ocupada por N o D, la
posicion H56 esté ocupada por D o E, la posicion H58 esta ocupada por V o |, la posicion
H60 esta ocupada por D o E, la posicién L24 estd ocupada por K o R, la posicion L50

esta ocupada por L, E, D, G 0V, la posiciéon L52 esta ocupada por S 0 G, y la posicion
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L54 estd ocupada por L, D, G, N, E, Q, K, R, T, V 0 S. En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, la CDR-H1 del Compuesto de Kabat/Chothia tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 86. En algunos anticuerpos 3D6
humanizados, la CDR-H2 de Kabat tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 92 o SEQ ID NO: 149. En algunos
anticuerpos 3D6 humanizados, la CDR-L1 de Kabat tiene una secuencia de aminoacidos
gue comprende la SEQ ID NO: 89. En algunos anticuerpos 3D6 humanizados, la CDR-
L2 de Kabat comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 150-175.

[00384] Las regiones CDR de dichos anticuerpos humanizados pueden ser
idénticas o sustancialmente idénticas a las regiones CDR de 3D6. Las regiones CDR
pueden definirse por cualquier definicion convencional (por ejemplo, Chothia o
compuesto de Chothia y Kabat), pero son preferiblemente como las define Kabat.

[00385] Las posiciones del marco de las regiones variables estan de acuerdo con
la numeracion de Kabat a menos que se indique lo contrario. Otras variantes de este tipo
difieren tipicamente de las secuencias de las cadenas pesada y ligera de Hu3D6 ej. en
un pequefio numero (por ejemplo, tipicamente no mas de 1, 2, 3, 5, 10 o 15)
sustituciones, supresiones o inserciones. Estas diferencias suelen estar en el marco,
pero también pueden ocurrir en los CDR.

[00386] Una posibilidad de variacion adicional en las variantes 3D6 humanizadas
es retromutaciones adicionales en los marcos de la region variable. Muchos de los
residuos del marco que no estan en contacto con las CDR en el mAb humanizado pueden
albergar sustituciones de aminoacidos de las posiciones correspondientes del mAb de
ratbn donante u otros anticuerpos de ratdbn o humanos, e incluso muchos residuos
potenciales de contacto con CDR también son susceptibles de sustitucién. Incluso los
aminoacidos dentro de las CDR pueden alterarse, por ejemplo, con los residuos
encontrados en la posicién correspondiente de la secuencia del aceptor humano utilizada
para suministrar estructuras de region variable. Ademas, se pueden usar secuencias
aceptoras humanas alternativas, por ejemplo, para la cadena pesada y/o ligera. Si se
utilizan diferentes secuencias de aceptor, es posible que una o mas de las mutaciones

de respaldo recomendadas anteriormente no se realicen porque los residuos
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correspondientes de donante y aceptor ya son los mismos sin las mutaciones de
respaldo.

[00387] Preferiblemente, las sustituciones o las mutaciones en las variantes 3D6
humanizadas (sean o no conservadoras) no tienen un efecto sustancial sobre la afinidad
0 potencia de union del mAb humanizado, es decir, su capacidad para unirse a tau.

[00388] Los anticuerpos 3D6 humanizados se caracterizan ademas por su
capacidad para unirse a formas tau fosforiladas y no fosforiladas y mal

plegadas/agregadas

D. Anticuerpos quiméricos y revestidos

[00389] La invencion proporciona ademas formas quiméricas y revestidas de
anticuerpos no humanos, particularmente los anticuerpos 3D6 de los ejemplos.

[00390] Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo en el que las regiones variables
maduras de cadenas ligeras y pesadas de un anticuerpo no humano (por ejemplo, un
ratbn) se combinan con regiones constantes de cadenas ligeras y pesadas humanas.
Dichos anticuerpos retienen sustancial o totalmente la especificidad de union del
anticuerpo de raton y son aproximadamente dos tercios de la secuencia humana. En una
modalidad, un anticuerpo 3D6 quimérico tiene una secuencia de aminoécidos de cadena
pesada de SEQ ID NO: 72 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera de SEQ ID
NO: 73.

[00391] Un anticuerpo recubierto es un tipo de anticuerpo humanizado que retiene
algunas y generalmente todas las CDR y algunos de los residuos del marco de la region
variable no humana de un anticuerpo no humano, pero reemplaza otros residuos del
marco de la region variable que pueden contribuir a epitopos celulares B o T, por ejemplo,
residuos expuestos (Padlan, Mol. Immunol. 28:489, 1991) con residuos de las posiciones
correspondientes de una secuencia de anticuerpo humano. El resultado es un anticuerpo
en el que las CDR son total o sustancialmente de un anticuerpo no humano y los marcos
de la region variable del anticuerpo no humano se vuelven mas similares a los humanos
mediante las sustituciones. Las formas recubiertas del anticuerpo 3D6 se incluyen en la

invencion.
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E. Anticuerpos humanos

[00392] Los anticuerpos humanos contra tau o un fragmento de la misma (por
ejemplo, residuos de aminoacidos 199-213 y/o 262-276 de SEQ ID NO: 3,
correspondientes a los residuos de aminoacidos 257-271 y/o 320-334, respectivamente,
de SEQ ID NO: 1 o los residuos de aminoacidos 259-268 o 290-299 o 321-330 o 353-
362 de SEQ ID NO: 1 o cualquier combinacion de 2, 3 o los 4 de los mismos) se
proporcionan mediante una variedad de técnicas descritas a continuacion. Algunos
anticuerpos humanos se seleccionan mediante experimentos de unidon competitiva,
mediante el método de presentacion en fagos de Winter, anteriormente, o de otro modo,
para que tengan la misma especificidad de epitopo que un anticuerpo de raton particular,
tal como uno de los anticuerpos monoclonales de raton descritos en los ejemplos. Los
anticuerpos humanos también se pueden cribar para una especificidad del epitopo
usando solo un fragmento de tau, tal como un fragmento de tau que contiene solo los
residuos de aminoacidos 199-213 0 262-276 de SEQ ID NO: 3 (correspondientes a los
residuos de aminoacidos 257-271 o 320-334, respectivamente, de SEQ ID NO: 1) o que
contiene solo los residuos de aminoacidos 259-268 o 290-299 o 321-330 o 353-362 de
SEQ ID NO: 1, como antigeno objetivo, y/o mediante el cribado de anticuerpos contra
una coleccion de variantes de tau, tales como variantes de tau que contienen diversas
mutaciones dentro de los residuos de aminoacidos 199-213 0 262-276 de SEQ ID NO: 3
(correspondientes a los residuos de aminoacidos 257-271 o 320-334, respectivamente,
de SEQ ID NO: 1), o dentro de los residuos de amino&cidos 259-268 o 290-299 o 321-
330 0 353-362 de SEQ ID NO: 1.

[00393] Los métodos para producir anticuerpos humanos incluyen el método de
trioma de Oestberg et al, Hybridoma 2:361-367 (1983); Oestberg, Patente
Estadounidense No. 4,634,664; y Engleman et al., Patente Estadounidense 4,634,666,
el uso de ratones transgénicos que incluyen genes de inmunoglobulina humana (ver, por
ejemplo, Lonberg et al., W093/12227 (1993); US 5,877,397; US 5,874,299; US
5,814,318; US 5,789,650; US 5,770,429; US 5,661,016; US 5,633,425; US 5,625,126;
US 5,569,825; US 5,545,806; Neuberger, Nat. Biotechnol. 14:826 (1996); y Kucherlapati,
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WO 91/10741 (1991)) métodos de despliegue de fagos (ver, por ejemplo, Dower et al.,
WO 91/17271; McCafferty et al., WO 92/01047; US 5,877,218; US 5,871,907; US
5,858,657; US 5,837,242; US 5,733,743; y US 5,565,332); y los métodos descritos en
WO 2008/081008 (por ejemplo, inmortalizar células B de memoria aisladas de seres
humanos, por ejemplo, con EBV, cribado de propiedades deseadas y clonacion y

expresion de formas recombinantes).

F. Seleccion de la Region Constante

[00394] Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de anticuerpos
quiméricos, revestidos o humanizados pueden unirse a al menos una parte de una region
constante humana. La eleccion de la region constante depende, en parte, de si se desea
la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos, la fagocitosis celular
dependiente de anticuerpos y/o la citotoxicidad dependiente de complemento. Por
ejemplo, los isotipos humanos IgGl e IgG3 tienen citotoxicidad dependiente del
complemento y los isotipos humanos IgG2 e IgG4 no. La IgGl y la 1IgG3 humanas
también inducen funciones de efector mediadas por células mas fuertes que la IgG2 y la
IgG4 humanas. Las regiones constantes de la cadena ligera pueden ser lambda o kappa.
Las convenciones de numeracion para regiones constantes incluyen la numeracion de la
UE (Edelman, G.M. et al., Proc. Natl Acad EUA, 63, 78-85 (1969)), numeracion de Kabat
(Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, 1991, numeracion Unica de IMGT (Lefranc M.-P. et al., IMGT numeracién
Unica para los dominios constantes de inmunoglobulina y receptor de células T y los
dominios similares a C de la superfamilia de Ig, Dev. Comp. Immunol., 29, 185 203
(2005), y la numeracion de exones IMGT (Lefranc, supra).

[00395] Uno o varios aminodacidos en el extremo amino o carboxi de la cadena ligera
y/o pesada, como la lisina C-terminal de la cadena pesada, pueden faltar o derivatizarse
en una proporcion o en todas las moléculas. Se pueden hacer sustituciones en las
regiones constantes para reducir o aumentar la funcion efectora, como la citotoxicidad
mediada por el complemento o ADCC (véase, por ejemplo, Winter et al., Patente
estadounidense No. 5,624,821; Tso et al.,, Patente estadounidense No. 5,834,597; y
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Lazar et al., Proc. Natl. Acad Sci. EUA 103: 4005, 2006), o para prolongar la vida media
en humanos (véase, por ejemplo, Hinton et al., J. Biol. Chem. 279:6213, 2004). Las
sustituciones ejemplares incluyen un GIn en la posicion 250 y/o un Leu en la posicion
428 (la numeracion de la UE se usa en este parrafo para la region constante) para
aumentar la vida media de un anticuerpo. La sustitucidon en cualquiera o en todas las
posiciones 234, 235, 236 y/o 237 reduce la afinidad por los receptores Fcy,
particularmente el receptor FcyRI (véase, por ejemplo, el documento US 6,624,821). Se
puede usar una sustitucion de alanina en las posiciones 234, 235y 237 de IgG1 humana
para reducir las funciones efectoras. Algunos anticuerpos tienen sustitucién de alanina
en las posiciones 234, 235y 237 de IgG1 humana para reducir las funciones efectoras.
Opcionalmente, las posiciones 234, 236 y/o 237 en IgG2 humana estan sustituidas con
alanina y la posicion 235 con glutamina (véase, por ejemplo, el documento US
5,624,821). En algunos anticuerpos, se usa una mutacion en una o mas de las posiciones
241, 264, 265, 270, 296, 297, 322, 329 y 331 por numeraciéon de la UE de IgG1 humana.
En algunos anticuerpos, se utiliza una mutacion en una o méas de las posiciones 318, 320
y 322 por la numeraciéon de la UE de IgG1 humana. En algunos anticuerpos, las
posiciones 234 y/o 235 estan sustituidas con alanina y/o la posicion 329 esta sustituida
con glicina. En algunos anticuerpos, las posiciones 234 y 235 estan sustituidas con
alanina. En algunos anticuerpos, el isotipo es IgG2 o IgG4 humano.

[00396] Los anticuerpos pueden expresarse como tetrameros que contienen dos
cadenas ligeras y dos pesadas, como cadenas pesadas separadas, cadenas ligeras,
como Fab, Fab', F(ab")2 y Fv, o como anticuerpos de cadena Unica en los que maduran
las cadenas pesada y ligera. Los dominios variables estan vinculados a través de un
espaciador.

[00397] Las regiones constantes humanas muestran una variacion alotipica y una
variacion isoalotipica entre diferentes individuos, es decir, las regiones constantes
pueden diferir en diferentes individuos en una o mas posiciones polimérficas. Los
isoalotipos difieren de los alotipos en que los sueros que reconocen un isoalotipo se unen
a una region no polimérfica de uno o mas isotipos diferentes. Asi, por ejemplo, otra region
constante de cadena pesada es de IgGl G1m3 con o sin la lisina C-terminal. La

referencia a una region constante humana incluye una regién constante con cualquier
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alotipo natural o cualquier permutacién de residuos que ocupen posiciones en alotipos
naturales. Una regién constante de cadena pesada ejemplar es SEQ ID NO: 176, con o
sin la lisina de la C-terminal, y una region constante de cadena ligera ejemplar es SEQ
ID NO: 177.

G. Expresion de anticuerpos recombinantes

[00398] Se conocen varios métodos para producir anticuerpos quimeéricos y
humanizados usando una linea celular que expresa anticuerpos (por ejemplo,
hibridoma). Por ejemplo, las regiones variables de inmunoglobulina de los anticuerpos
pueden clonarse y secuenciarse utilizando métodos bien conocidos. En un método, la
region VH variable de la cadena pesada se clona por RT-PCR utilizando ARNm
preparado a partir de células de hibridoma. Se emplean cebadores de consenso para el
péptido lider de la region VH que abarca el coddn de inicio de la traduccién como el
cebador 5 'y un cebador especifico de las regiones constantes de g2b 3'. Los cebadores
ejemplares se describen en la publicacion de patente estadounidense US 2005/0009150
de Schenk et al. (en adelante “Schenk”). Las secuencias de multiples clones derivados
independientemente pueden compararse para garantizar que no se introduzcan cambios
durante la amplificacion. La secuencia de la region VH también se puede determinar o
confirmar mediante la secuenciacion de un fragmento VH obtenido mediante la
metodologia 5' RACE RT-PCR y el cebador especifico 3' g2b.

[00399] Laregion VL variable de cadena ligera se puede clonar de manera analoga.
En un enfoque, un conjunto de cebadores de consenso estd disefiado para la
amplificacion de las regiones VL utilizando un cebador 5' disefiado para hibridar con la
region VL que abarca el codon de iniciacion de la traduccion y un cebador 3' especifico
para la region Ck corriente abajo de la region de union V-J. En un segundo enfoque, la
metodologia 5’'RACE RT-PCR se emplea para clonar un ADNc que codifica VL. Los
cebadores ejemplares se describen en Schenk, supra. Las secuencias clonadas se
combinan luego con secuencias que codifican regiones constantes humanas (u otras
especies no humanas).

[00400] En un enfoque, las regiones variables de la cadena pesada y ligera se
redisefian para codificar secuencias de donantes de empalme corriente abajo de las

respectivas uniones VDJ o VJ y se clonan en un vector de expresion de mamiferos, como
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pCMV-hyl para la cadena pesada y pCMV-Mcl Para la cadena ligera. Estos vectores
codifican regiones constantes de y1 y Ck humanos como fragmentos exonicos corriente
abajo del casete de region variable insertado. Tras la verificacién de la secuencia, los
vectores de expresion de la cadena pesada y la cadena ligera se pueden cotransfectar
en células CHO para producir anticuerpos quimeéricos. Los medios condicionados se
recogen 48 horas después de la transfeccidbn y se analizan mediante andlisis de
transferencia Western para determinar la produccion de anticuerpos o ELISA para
determinar la unién al antigeno. Los anticuerpos quiméricos se humanizan como se
describe anteriormente.

[00401] Los anticuerpos quimeéricos, revestidos, humanizados y humanos se
producen tipicamente por expresion recombinante. Las construcciones de
polinucle6tidos recombinantes tipicamente incluyen una secuencia de control de
expresion unida operativamente a las secuencias codificantes de cadenas de
anticuerpos, que incluyen elementos de control de expresion asociados de forma natural
o heteréloga, tales como un promotor. Las secuencias de control de la expresion pueden
ser sistemas promotores en vectores capaces de transformar o transfectar células
hospedadoras eucariotas o procariotas. Una vez que el vector se ha incorporado en el
huésped apropiado, el huésped se mantiene en condiciones adecuadas para la
expresion de alto nivel de las secuencias de nucle6tidos y la recoleccion y purificacion
de los anticuerpos de reaccién cruzada.

[00402] Estos vectores de expresion generalmente son replicables en los
organismos hospedadores como episomas o0 como parte integral del ADN cromosoémico
del hospedador. Comunmente, los vectores de expresién contienen marcadores de
seleccion, por ejemplo, resistencia a la ampicilina o resistencia a la higromicina, para
permitir la deteccion de aquellas células transformadas con las secuencias de ADN
deseadas.

[00403] E. coli es un huésped procariota Uutili para expresar anticuerpos,
particularmente fragmentos de anticuerpos. Los microbios, como la levadura, también
son utiles para la expresion. Saccharomyces es un huésped de levadura con vectores
adecuados que tienen secuencias de control de la expresion, un origen de replicacion,

secuencias de terminacion y similares, segun se desee. Los promotores tipicos incluyen
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la 3-fosfoglicerato quinasa y otras enzimas glicoliticas. Los promotores de levadura
inducibles incluyen, entre otros, promotores de alcohol deshidrogenasa, isocitocromo C
y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa.

[00404] Las células de mamifero pueden usarse para expresar segmentos de
nucledtidos que codifican inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas. Ver Winnacker,
From Genes to Clones, (VCH Publishers, NY, 1987). Se han desarrollado varias lineas
de células huésped adecuadas capaces de secretar proteinas heterdlogas intactas, e
incluyen lineas de células CHO, varias lineas de células COS, células HelLa, células
HEK293, células L y mielomas no productores de anticuerpos, incluidos Sp2/0 y NSO.
Las células pueden ser no humanas. Los vectores de expresion para estas células
pueden incluir secuencias de control de expresion, tales como un origen de replicacion,
un promotor, un potenciador (Queen et al., Immunol. Rev. 89:49 (1986)), y los sitios de
informacion de procesamiento necesarios, tales como sitios de union a ribosomas, sitios
de empalme de ARN, sitios de poliadenilacion y secuencias de terminacion
transcripcional. Las secuencias de control de expresion pueden incluir promotores
derivados de genes enddgenos, citomegalovirus, SV40, adenovirus, virus del papiloma
bovino y similares. Ver Co et al., J. Immunol. 148:1149 (1992).

[00405]  Alternativamente, las secuencias codificantes de anticuerpos pueden
incorporarse en transgenes para la introduccion en el genoma de un animal transgénico
y su posterior expresion en la leche del animal transgénico (véase, por ejemplo, la
Patente estadounidense No. 5,741,957, la patente estadounidense No. 5,304,489 y la
patente estadounidense No. 5,849,992). Los transgenes adecuados incluyen secuencias
codificantes para cadenas ligeras y/o pesadas unidas operativamente con un promotor y
potenciador de un gen especifico de la glandula mamaria, como la caseina o la beta-
lactoglobulina.

[00406] Los vectores que contienen los segmentos de ADN de interés pueden
transferirse a la célula huésped mediante métodos que dependen del tipo de huésped
celular. Por ejemplo, la transfeccion de cloruro de calcio se utiliza comunmente para
células procariéticas, mientras que el tratamiento con fosfato de calcio, electroporacion,
lipofeccidn, biolistica o transfeccion basada en virus se puede usar para otros huéspedes

celulares. Otros métodos utilizados para transformar células de mamiferos incluyen el
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uso de polibreno, fusién de protoplastos, liposomas, electroporacion y microinyeccion.
Para la produccion de animales transgénicos, los transgenes se pueden microinyectar
en ovocitos fertilizados o se pueden incorporar al genoma de células madre embrionarias
0 células madre pluripotentes inducidas (iPSCs), y los nucleos de dichas células se
transfieren a ovocitos enucleados.

[00407] Habiendo introducido vectores que codifican cadenas pesadas y ligeras de
anticuerpos en cultivos celulares, se pueden analizar los grupos de células para
determinar la productividad de crecimiento y la calidad del producto en medios sin suero.
Los grupos de células de mayor produccion pueden luego someterse a clonacion de una
sola célula basada en FACS para generar lineas monoclonales. Se pueden usar
productividades especificas de mas de 50 pg o 100 pg por célula por dia, que
corresponden a titulos de productos de mas de 7.5 g/L de cultivo. Los anticuerpos
producidos por clones de células individuales también se pueden probar para determinar
la turbidez, las propiedades de filtracion, PAGE, IEF, exploracion UV, HP SEC, mapeo
de carbohidratos-oligosacaridos, espectrometria de masas y ensayos de unién, como
ELISA o Biacore. Un clon seleccionado puede luego almacenarse en multiples viales y
almacenarse congelados para su uso posterior.

[00408] Una vez expresados, los anticuerpos pueden purificarse de acuerdo con los
procedimientos estandar de la técnica, que incluyen captura de proteina A, purificacion
por HPLC, cromatografia en columna, electroforesis en gel y similares (ver en general,
Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, 1982)).

[00409] Se puede emplear una metodologia para la produccion comercial de
anticuerpos, incluida la optimizacién de codones, la seleccion de promotores, la seleccion
de elementos de transcripcion, la seleccion de terminadores, la clonacion de células
individuales sin suero, los bancos de células, el uso de marcadores de seleccion para la
amplificacion del niumero de copias, el terminador CHO, o mejora de los titulos de
proteinas (véanse, por ejemplo, US 5,786,464; US 6,114,148; US 6,063,598; US
7,569,339; W02004/050884; W02008/012142; W02008/012142; W02005/019442;
W02008/107388; W02009/027471; y US 5,888,809).

IV. Inmundgenos Activos
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[00410] Un agente utilizado para la inmunizacion activa sirve para inducir en un
paciente los mismos tipos de anticuerpos descritos en relacion con la inmunizacion
pasiva anteriormente. Los agentes utilizados para la inmunizacion activa pueden ser los
mismos tipos de inmundgenos utilizados para generar anticuerpos monoclonales en
animales de laboratorio, por ejemplo, un péptido de 3-15 0 3-12 0 5-12, 0 5-8 aminoéacidos
contiguos de una regién de tau correspondiente a los residuos 199-213 o0 262-276 de
SEQ ID NO: 3 (correspondientes a los residuos 257-271 o 320-334, respectivamente, de
SEQ ID NO: 1), tal como, por ejemplo, un péptido que incluye los residuos 199-213 o
262-276 de SEQ ID NO: 3 (correspondientes a los residuos 257-271 o 320-334,
respectivamente, de SEQ ID NO: 1) o de una regidon de tau correspondiente a los
residuos 259-268 0 290-299 o 321-330 0 353-362 de SEQ ID NO: 1, como por ejemplo,
un péptido que incluye los residuos 259-268 0 290-299 o0 321-330 o0 353-362 de SEQ ID
NO: 1. Para inducir la unién de anticuerpos al mismo epitopo o superpuesto que 3D6, se
puede mapear la especificidad del epitopo de estos anticuerpos (por ejemplo, probando
la unién a una serie de péptidos superpuestos que abarcan tau). A continuacion, se
puede utilizar como inmunégeno un fragmento de tau que consiste en, incluye o se
superpone al epitopo. Estos fragmentos se utilizan tipicamente en forma no fosforilada.

[00411] El vehiculo heterélogo y el adyuvante, si se usan, pueden ser los mismos
gue se usan para generar el anticuerpo monoclonal, pero también se pueden seleccionar
para una mejor idoneidad farmacéutica para su uso en seres humanos. Los vehiculos
adecuados incluyen albuminas séricas, hemocianina de lapa californiana, moléculas de
inmunoglobulina, tiroglobulina, ovoalbumina, toxoide tetanico o un toxoide de otras
bacterias patégenas, como difteria (por ejemplo, CRM 197), E. coli, célera o H. pylori, o
un derivado de toxina atenuada. Los epitopos de células T también son moléculas
portadoras adecuadas. Algunos conjugados se pueden formar uniendo agentes de la
invencion a una molécula de polimero inmunoestimulador (por ejemplo, tripalmitoil-S-
glicerina cisteina (Pam3Cys), manano (un polimero de manosa) o glucano (polimero a 8
1 -> 2)), citocinas (por ejemplo, péptidos IL-1, IL-1 alfa 'y B, IL-2, y-INF, IL-10, GM-CSF)
y quimiocinas (por ejemplo, MIP1-ay 8, y RANTES). Los inmundgenos pueden unirse a

los vehiculos con o sin aminoacidos espaciadores (por ejemplo, gly-gly). Los vehiculos
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adicionales incluyen particulas similares a virus.Las particulas similares a virus (VLP),
también llamadas pseudoviriones o particulas derivadas de virus, representan
estructuras de subunidades compuestas por multiples copias de una capside viral y/o
una proteina de la envoltura capaz de autoensamblarse en VLP de simetria esférica
definida in vivo. (Powilleit, et al., (2007) PLoS ONE 2(5):e415.) Alternativamente, los
inmundgenos peptidicos se pueden unir a al menos un epitopo de células T artificial
capaz de unirse a una gran proporcién de moléculas de MHC de clase Il, como el epitopo
pan DR ("PADRE"). PADRE se describe en US 5,736,142, WO 95/07707 y Alexander J
et al, Immunity, 1:751-761 (1994). Los inmundgenos activos se pueden presentar en
forma multimérica en la que se presentan multiples copias de un inmundgeno y/o su
portador como una Unica molécula covalente.

[00412] Los fragmentos se administran a menudo con adyuvantes
farmacéuticamente aceptables. El adyuvante aumenta el titulo de anticuerpos inducidos
y/o la afinidad de unién de los anticuerpos inducidos en relacion con la situacién si el
péptido se usara solo. Puede usarse una variedad de adyuvantes en combinacion con
un fragmento inmunogénico de tau para provocar una respuesta inmune. Los adyuvantes
preferidos aumentan la respuesta intrinseca a un inmundgeno sin causar cambios
conformacionales en el inmundgeno que afectan la forma cualitativa de la respuesta. Los
adyuvantes preferidos incluyen sales de aluminio, tales como hidréxido de aluminio y
fosfato de aluminio, monofosforil lipido A 3 De-O-acilado (MPL™) (ver GB 2220211 (RIBI
ImmunoChem Research Inc., Hamilton, Montana, ahora parte de Corixa). Stimulon™
QS-21 es un glucosido triterpénico o saponina aislado de la corteza del arbol Quillaja
Saponaria Molina que se encuentra en América del Sur (ver Kensil et al., en Vaccine
Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell y Newman, Plenum Press, NY,
1995); US 5.057.540), (Aquila BioPharmaceuticals, Framingham, MA; ahora Antigenics,
Inc., Nueva York, NY). Otros adyuvantes son emulsiones de aceite en agua (tales como
escualeno o aceite de cacahuete), opcionalmente en combinacion con estimulantes
inmunes, tales como monofosforil lipido A (ver Stoute et al., N. Engl. J. Med. 336, 86-91
(1997)), polimeros plurénicos y micobacterias muertas. Los adyuvantes Ribi son
emulsiones de aceite en agua. Ribi contiene un aceite metabolizable (escualeno)

emulsionado con solucién salina que contiene Tween 80. Ribi también contiene
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productos micobacterianos refinados que actian como inmunoestimulantes vy
monofosforil lipido A bacteriano. Otro adyuvante es CpG (WO 98/40100). Los adyuvantes
se pueden administrar como un componente de una composicion terapéutica con un
agente activo o se pueden administrar por separado, antes, al mismo tiempo o después
de la administracion del agente terapéutico.

[00413] También pueden usarse analogos de fragmentos naturales de tau que
inducen anticuerpos contra tau. Por ejemplo, uno o mas o todos los L-aminoacidos
pueden sustituirse con D aminoacidos en tales péptidos. También se puede invertir el
orden de los aminodcidos (retro péptido). Opcionalmente, un péptido incluye todos los D-
aminoacidos en orden inverso (péptido retro-inverso). Los péptidos y otros compuestos
gue no tienen necesariamente una similitud significativa en la secuencia de aminoacidos
con los péptidos tau pero que, no obstante, sirven como miméticos de los péptidos tau e
inducen una respuesta inmune similar. También se pueden usar anticuerpos
antiidiotipicos contra anticuerpos monoclonales para tau como se describio
anteriormente. Dichos anticuerpos anti-Id imitan el antigeno y generan una respuesta
inmune al mismo (ver Essential Immunology, Roit ed., Blackwell Scientific Publications,
Palo Alto, CA 6th ed., P. 181).

[00414] Los péptidos (y opcionalmente un portador fusionado al péptido) también
pueden administrarse en forma de un acido nucleico que codifica el péptido y expresarse
in situ en un paciente. Un segmento de acido nucleico que codifica un inmunégeno esta
tipicamente unido a elementos reguladores, como un promotor y un potenciador que
permiten la expresion del segmento de ADN en las células objetivo previstas de un
paciente. Para la expresion en células sanguineas, como es deseable para la induccion
de una respuesta inmune, los elementos promotores y potenciadores de genes de
inmunoglobulina de cadena ligera o pesada o el promotor y potenciador temprano
intermedio principal de CMV son adecuados para la expresion directa. Los elementos
reguladores enlazados y las secuencias codificantes a menudo se clonan en un vector.
Los anticuerpos también se pueden administrar en forma de acidos nucleicos que
codifican las cadenas pesadas y/o ligeras del anticuerpo. Si estan presentes tanto
cadenas pesadas como ligeras, las cadenas se unen preferiblemente como un

anticuerpo de cadena Unica. También se pueden preparar anticuerpos para
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administracion pasiva, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad a partir de sueros
de pacientes tratados con inmundgenos peptidicos.

[00415] El ADN se puede entregar en forma desnuda (es decir, sin materiales
coloidales o encapsulantes). Alternativamente, se pueden usar varios sistemas de
vectores virales, incluidos los sistemas retrovirales (ver, por ejemplo, Lawrie y Tumin,
Cur. Opin. Genet. Develop. 3, 102-109 (1993)), vectores adenovirales (véase, por
ejemplo, Bett et al, J. Virol. 67, 591 1 (1993)) incluyendo vectores derivados de retrovirus
tales como MMLV, VIH-1y ALV; vectores de virus adenoasociados (véase, por ejemplo,
Zhou et al., J. Exp. Med. 179, 1867 (1994)), vectores lentivirales tals como los basados
en secuencias gag de VIH o FIV, vectores virales de la familia de la viruela que incluyen
el virus vaccinia y los virus de la viruela aviar, vectores virales del género del virus alfa
como los derivados de los virus de bosque Sindbis y Semliki (véase, por ejemplo,
Dubensky et al., J. Virol. 70, 508-519 (1996)), virus de la encefalitis equina venezolana
(ver US 5,643,576) y rabdovirus, como el virus de la estomatitis vesicular (véase WO
96/34625) y papilomavirus (Ohe et al., Human Gene Therapy 6, 325-333 (1995); Woo et
al, WO 94/12629 y Xiao y Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24, 2630-2622 (1996)).

[00416] El ADN gue codifica un inmunégeno o que codifica las cadenas pesada y/o
ligera de anticuerpo, o un vector que contiene el mismo, puede empaquetarse en
liposomas. Los lipidos adecuados y los analogos relacionados se describen en los
documentos US 5,208,036, US 5,264,618, US 5,279,833 y US 5,283,185. Los vectores
y el ADN que codifican un inmundogeno, o que codifica las cadenas pesada y/o ligera de
anticuerpo, también se pueden adsorber o asociar con vehiculos en particulas, cuyos
ejemplos incluyen polimeros de polimetacrilato de metilo y polilactidas y poli (lactida-co-
glicélidos), (véase, por ejemplo, McGee et al., J. Micro Encap. 1996).

[00417] Los vectores o segmentos de los mismos que codifican las cadenas
pesadas y/o ligeras de anticuerpo se pueden incorporar en células ex vivo, por ejemplo,
a células explantadas de un paciente individual (por ejemplo, linfocitos, aspirados de
meédula 0sea, biopsia de tejido) o células madre hematopoyéticas de donante universal,
seguido de la reimplantacion de las células en un paciente, normalmente después de la
selecciéon de las células que han incorporado los transgenes. (ver, por ejemplo, WO

2017/091512). Las ceélulas derivadas de pacientes ejemplares incluyen células madre
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pluripotentes inducidas derivadas de pacientes (iPSC) u otros tipos de células madre
(embrionarias, hematopoyéticas, neurales o0 mesenquimales).

[00418] Se puede introducir un vector o segmento del mismo que codifica las
cadenas ligeras y/o pesadas de anticuerpo en cualquier region de interés en las células
ex vivo, tal como un gen de albumina u otro gen de puerto seguro. Las células que
incorporan el vector pueden implantarse con o sin diferenciacion previa. Las células
pueden implantarse en un tejido especifico, tal como un tejido secretor o un lugar de
patologia, o sistémicamente, tal como por infusién en la sangre. Por ejemplo, se pueden
implantar células en un tejido secretor de un paciente, tal como el higado, opcionalmente
con diferenciacion previa a las células presentes en ese tejido, tales como los hepatocitos
en el caso de un higado. La expresion del anticuerpo en el higado da como resultado la
secrecion del anticuerpo a la sangre.

H. Ensayos de seleccién de anticuerpos

[00419] Los anticuerpos pueden seleccionarse inicialmente para la especificidad de
union deseada como se describe anteriormente. Los inmundgenos activos también
pueden analizarse para determinar su capacidad para inducir anticuerpos con tal
especificidad de union. En este caso, se usa un inmundgeno activo para inmunizar a un
animal de laboratorio y los sueros resultantes se analizan para determinar la
especificidad de unién apropiada.

[00420] Los anticuerpos que tienen la especificidad de unién deseada pueden luego
probarse en modelos celulares y animales. Las células utilizadas para tal examen son
preferentemente células neuronales. Se ha informado un modelo celular de patologia tau
en el que las células de neuroblastoma se transfectan con un dominio de tau de cuatro
repeticiones, opcionalmente con una mutacion asociada con la patologia tau (por
ejemplo, delta K280, véase Khlistunova, Current Alzheimer Research 4, 544-546 (2007)).
En otro modelo, se induce tau en la linea celular de neuroblastoma N2a mediante la
adicion de doxiciclina. Los modelos celulares permiten estudiar la toxicidad de tau para
las células en estado soluble o agregado, la aparicion de agregados de tau después de
activar la expresion del gen tau, la disolucién de los agregados de tau después de volver
a desactivar la expresion del gen y la eficacia de los anticuerpos. en la inhibicién de la

formacién de agregados tau o desagregandolos.
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[00421] Los anticuerpos o inmundgenos activos también pueden analizarse en
modelos de animales transgénicos de enfermedades asociadas con tau. Dichos animales
transgénicos pueden incluir un transgén tau (por ejemplo, cualquiera de las isoformas
humanas) y, opcionalmente, un transgén APP humano, entre otros, como una quinasa
gue fosforila tau, ApoE, presenilina o alfa sinucleina. Dichos animales transgénicos estan
dispuestos a desarrollar al menos un signo o sintoma de una enfermedad asociada con
tau.

[00422] Un animal transgénico ejemplar es la linea K3 de ratones (Itner et al., Proc.
Natl Acad Sci. EUA 105 (41):15997-6002 (2008)). Estos ratones tienen un transgén tau
humano con una mutacién K 369 | (la mutacién esta asociada con la enfermedad de Pick)
y un promotor Thy 1.2. Este modelo muestra un curso rapido de neurodegeneracion,
déficit motor y degeneracion de fibras aferentes y células granulares del cerebelo. Otro
animal ejemplar es la linea de ratones JNPL3. Estos ratones tienen un transgén tau
humano con una mutacion P301L (la mutaciébn esta asociada con demencia
frontotemporal) y un promotor Thy 1.2 (Taconic, Germantown, N.Y., Lewis, et al., Nat.
Genet. 25:402 -405 (2000)). Estos ratones tienen un curso mas gradual de
neurodegeneracion. Los ratones desarrollan enredos neurofibrilares en varias regiones
del cerebro y la médula espinal, que se incorporan como referencia en su totalidad. Este
es un excelente modelo para estudiar las consecuencias del desarrollo del enredo y para
la terapia de deteccidn que puede inhibir la generacion de estos agregados. Otra ventaja
de estos animales es el inicio relativamente temprano de la patologia. En la linea
homocigética, se pueden observar anomalias de comportamiento asociadas con la
patologia tau al menos tan pronto como a los 3 meses, pero los animales se mantienen
relativamente sanos al menos hasta los 8 meses de edad. En otras palabras, a los 8
meses, los animales deambulan, se alimentan y pueden realizar las tareas de
comportamiento lo suficientemente bien como para permitir que se controle el efecto del
tratamiento. La inmunizacion activa de estos ratones durante 6-13 meses con - Al wl
KLH-PHF-1 titulos generados de aproximadamente 1,000 y mostr6 menos enredos
neurofibrilares, menos pSer422 y una pérdida de peso reducida en relacién con los

ratones de control sin tratar.
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[00423] La actividad de los anticuerpos o agentes activos puede evaluarse
mediante diversos criterios que incluyen la reduccion en la cantidad de tau total o tau
fosforilada, la reduccion de otras caracteristicas patologicas, como los depositos de
amiloide de la AB, y la inhibicion o retraso o déficits de comportamiento. Los
inmundgenos activos también pueden ser probados para la induccién de anticuerpos en
el suero. Los inmundgenos tanto pasivos como activos pueden ser probados para el paso
de anticuerpos a través de la barrera hematoencefélica hacia el cerebro de un animal
transgénico. Los anticuerpos o fragmentos que inducen un anticuerpo también pueden
probarse en primates no humanos que, naturalmente o por induccion, desarrollan
sintomas de enfermedades caracterizadas por tau. Las pruebas en un anticuerpo o
agente activo se realizan generalmente junto con un control en el que se lleva a cabo un
experimento paralelo, excepto que el anticuerpo o el agente activo esta ausente (por
ejemplo, reemplazado por un vehiculo). La reduccion, el retraso o la inhibicion de los
signos o sintomas de enfermedades atribuibles a un anticuerpo o agente activo sometido
a prueba pueden evaluarse en relacion con el control.

V. Pacientes Susceptibles de Tratamiento

[00424] La presencia de enredos neurofibrilares se ha encontrado en varias
enfermedades, como la enfermedad de Alzheimer, el sindrome de Down, deterioro
cognitivo leve, tauopatia primaria relacionada con la edad, parkinsonismo
postencefalitico, demencia postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick,
Enfermedad de Niemann-Pick tipo C, pardlisis supranuclear, demencia frontotemporal,
degeneracion lobar frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial
globular, complejo Guam de demencia por esclerosis lateral amiotréfica/parkinsonismo,
degeneracion corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de Lewy, variante de la
enfermedad de Alzheimer con cuerpos de Lewy (LBVAD), encefalopatia traumatica
cronica (CTE), tauopatia globular (GGT), y paralisis supranuclear progresiva (PSP). Los
regimenes actuales también se pueden utilizar en el tratamiento o la profilaxis de
cualquiera de estas enfermedades. Debido a la asociacion generalizada entre
enfermedades y afecciones neuroldgicas y tau, los regimenes actuales se pueden usar
en el tratamiento o la profilaxis de cualquier sujeto que muestre niveles elevados de tau

o tau fosforilada (por ejemplo, en el CSF) en comparacién con un valor medio en
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individuos sin neurologia enfermedad. Los regimenes actuales también se pueden usar
en el tratamiento o la profilaxis de la enfermedad neuroldgica en individuos que tienen
una mutacion en tau asociada con la enfermedad neurolégica. Los presentes métodos
son particularmente adecuados para el tratamiento o la profilaxis de la enfermedad de
Alzheimer, y especialmente en pacientes.

[00425] Los pacientes susceptibles de tratamiento incluyen individuos con riesgo de
enfermedad pero que no presentan sintomas, asi como pacientes que presentan
sintomas actualmente. Los pacientes con riesgo de enfermedad incluyen aquellos que
tienen un riesgo genético conocido de enfermedad. Tales individuos incluyen aquellos
gue tienen parientes que han experimentado esta enfermedad y aquellos cuyo riesgo
esta determinado por el andlisis de marcadores genéticos o bioquimicos. Los
marcadores genéticos de riesgo incluyen mutaciones en tau, como las analizadas
anteriormente, asi como mutaciones en otros genes asociados con enfermedades
neuroldgicas. Por ejemplo, el alelo ApoE4 en heterocigotos y aun mas en forma
homocigédtica estd asociado con el riesgo de enfermedad de Alzheimer. Otros
marcadores de riesgo de enfermedad de Alzheimer incluyen mutaciones en el gen APP,
particularmente mutaciones en la posicion 717 y posiciones 670 y 671 denominadas
mutaciones de Hardy y Swedish, respectivamente, mutaciones en los genes de
presenilina, PS1y PS2, una historia familiar de AD, Hipercolesterolemia o aterosclerosis.
Las personas que actualmente padecen la enfermedad de Alzheimer pueden ser
reconocidas por imagenes de PET, por demencia caracteristica, asi como por la
presencia de factores de riesgo descritos anteriormente. Ademas, hay una serie de
pruebas de diagndstico disponibles para identificar a las personas que tienen AD. Estos
incluyen la medicion de los niveles de CSF tau o de fosfo-tau y AB42 en LCR. Los niveles
elevados de tau o fosfo-tau y la disminucién de AB42 significan la presencia de AD.
Algunas mutaciones asociadas a la enfermedad de Parkinson. Ala30Pro o Ala53, o
mutaciones en otros genes asociados con la enfermedad de Parkinson, como la quinasa
de repeticion rica en leucina, PARKS. Los individuos también pueden ser diagnosticados
con cualquiera de las enfermedades neuroldgicas mencionadas anteriormente segun los
criterios del DSM IV TR.
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[00426] En pacientes asintomaticos, el tratamiento puede comenzar a cualquier
edad (por ejemplo, 10, 20, 30). Generalmente, sin embargo, no es necesario comenzar
el tratamiento hasta que un paciente cumpla 40, 50, 60 o 70 afios de edad. El tratamiento
generalmente conlleva dosis mdultiples durante un periodo de tiempo. El tratamiento
puede controlarse analizando los niveles de anticuerpos a lo largo del tiempo. Si la
respuesta cae, se indica una dosis de refuerzo. En el caso de pacientes potenciales con
sindrome de Down, el tratamiento puede comenzar antes de la administracién de un

agente terapéutico a la madre o poco después del nacimiento.

I.  Acidos Nucleicos

[00427] La invencidn proporciona ademas acidos nucleicos que codifican
cualquiera de las cadenas pesadas y ligeras descritas anteriormente (por ejemplo, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO:11, SEQ ID NOs:76-80, SEQ ID NOs:90-91, SEQ ID NOs: 146-
148, SEQ ID NOs: 83-85, SEQ ID NOs: 93-145 y SEQ ID NOs: 178-181). Un &cido
nucleico ejemplar que codifica una cadena pesada de la invencion es la SEQ ID NO: 182,
y un &cido nucleico ejemplar que codifica una cadena ligera de la invencion es SEQ ID
NO: 183. Opcionalmente, tales acidos nucleicos codifican ademas un péptido sefal y
pueden expresarse con la region variable de cadena ligera. Las secuencias codificantes
de acidos nucleicos pueden unirse operativamente con secuencias reguladoras para
asegurar la expresion de las secuencias codificantes, tales como un promotor,
potenciador, sitio de union al ribosoma, sefial de terminacion de la transcripcion, y
similares. Las secuencias reguladoras pueden incluir un promotor, por ejemplo, un
promotor procariota o un promotor eucariota. Los acidos nucleicos que codifican cadenas
pesadas o ligeras pueden estar optimizadas por codon para su expresion en una célula
huésped. Los acidos nucleicos que codifican cadenas pesadas y ligeras pueden codificar
un gen seleccionable. Los &cidos nucleicos que codifican cadenas pesadas y ligeras
pueden aparecer en forma aislada o pueden clonarse en uno o mas vectores. Los acidos
nucleicos pueden sintetizarse, por ejemplo, mediante sintesis en estado solido o PCR de
oligonucledtidos superpuestos. Los acidos nucleicos que codifican cadenas pesadas y

ligeras pueden unirse como un acido nucleico contiguo, por ejemplo, dentro de un vector
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de expresion, o pueden estar separados, por ejemplo, cada uno clonado en su propio

vector de expresion.

J. Anticuerpos Conjugados

[00428] Los anticuerpos conjugados que se unen especificamente a antigenos,
como tau, son Utiles para detectar la presencia de tau; monitorear y evaluar la eficacia
de los agentes terapéuticos que se utilizan para tratar a los pacientes diagnosticados con
enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro cognitivo leve, tauopatia
primaria relacionada con la edad, parkinsonismo posencefalitico, demencia
postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de Niemann-
Pick tipo C, pardlisis supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracion lobular
frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo de
esclerosis lateral amiotrofica/ demencia de parkinsonismo de Guam, degeneracion
corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de Lewy, variante de cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia traumatica cronica (CTE), tauopatia
globular (GGT), o pardlisis supranuclear progresiva (PSP); inhibir o reducir la agregacion
de tau; inhibir o reducir la formacién de fibrillas tau; reducir o limpiar los depésitos de tau;
estabilizar las conformaciones no toxicas de tau; o tratar o efectuar profilaxis de la
enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro cognitivo leve, tauopatia
primaria relacionada con la edad, parkinsonismo postencefalitico, demencia
postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de Niemann-
Pick tipo C, paralisis supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracién lobular
frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo de
esclerosis lateral amiotrofica/demencia de parkinsonismo de Guam, degeneracion
corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de Lewy, variante de cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia trauméatica crénica (CTE), tauopatia
globular (GGT) o paralisis supranuclear progresiva (PSP) en un paciente. Por ejemplo,
tales anticuerpos pueden conjugarse con otros restos terapéuticos, otras proteinas, otros
anticuerpos y/o marcadores detectables. Véase el documento WO 03/057838; US

8,455,622. Dichos grupos terapéuticos pueden ser cualquier agente que se pueda usar
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para tratar, combatir, mejorar, prevenir o mejorar una condiciébn o enfermedad no
deseada en un paciente, como enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro
cognitivo leve, tauopatia primaria relacionada con la edad, parkinsonismo
posencefalitico, demencia postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick,
enfermedad de Niemann-Pick tipo C, pardlisis supranuclear, demencia frontotemporal,
degeneracion lobular frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial
globular, complejo de esclerosis lateral amiotrofica/demencia de parkinsonismo de
Guam, degeneracion corticobasal (CBD), demencia concuerpos de Lewy, variante de
cuerpos de Lewy de la enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia traumatica
cronica (CTE), tauopatia globular (GGT), o paralisis supranuclear progresiva (PSP).
[00429] Los restos terapéuticos conjugados pueden incluir agentes citotoxicos,
agentes citostaticos, agentes neurotroficos, agentes neuroprotectores, agentes
radioterapéuticos, inmunomoduladores o cualquier agente bioldgicamente activo que
facilite o aumente la actividad del anticuerpo. Un agente citotéxico puede ser cualquier
agente tOxico para una célula. Un agente citostatico puede ser cualquier agente que
inhiba la proliferacion celular. Un agente neurotrdéfico puede ser cualquier agente,
incluidos los agentes quimicos o proteinicos, que promueve el mantenimiento, el
crecimiento o la diferenciacion de las neuronas. Un agente neuroprotector puede ser un
agente, incluidos los agentes quimicos o proteinicos, que protege a las neuronas de
lesiones agudas o procesos degenerativos. Un inmunomodulador puede ser cualquier
agente que estimule o inhiba el desarrollo o mantenimiento de una respuesta
inmunolégica. Un agente radioterapéutico puede ser cualquier molécula o compuesto
gue emita radiacion. Si dichos restos terapéuticos se acoplan a un anticuerpo especifico
de tau, como los anticuerpos descritos en el presente documento, los restos terapéuticos
acoplados tendran una afinidad especifica por las células afectadas por la enfermedad
relacionada con tau sobre las células normales. En consecuencia, la administracién de
los anticuerpos conjugados se dirige directamente a las células cancerosas con un dafio
minimo en el tejido sano normal que rodea. Esto puede ser particularmente util para los
grupos terapéuticos, ya que son demasiado téxicos para ser administrados por si

mismos. Ademas, se pueden usar cantidades mas pequefias de los restos terapéuticos.
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[00430] Algunos de estos anticuerpos pueden modificarse para actuar como
inmunotoxinas. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense No. 5,194,594. Por
ejemplo, la ricina, una toxina celular derivada de plantas, se puede acoplar a los
anticuerpos usando los reactivos bifuncionales S-acetilmercaptosuccinico anhidrido para
el anticuerpo y succinimidil 3-(2-piridilditio) propionato para ricina. Ver Pietersz et al.,
Cancer Res. 48(16):4469-4476 (1998). El acoplamiento da como resultado la pérdida de
la actividad de unién a la cadena B de la ricina, mientras que no afecta ni el potencial
toxico de la cadena A de la ricina ni la actividad del anticuerpo. De manera similar, la
saporina, un inhibidor del ensamblaje ribosémico, se puede acoplar a los anticuerpos a
través de un enlace disulfuro entre grupos sulfhidrilo insertados quimicamente. Véase
Polito et al., Leukemia 18: 1215-1222 (2004).

[00431] Algunos de estos anticuerpos pueden unirse a los radioisétopos. Los
ejemplos de radiois6topos incluyen, por ejemplo, itrio% (90Y), indio!! (111In), 1311, *°*mTc,
radioplata-111, radioplata-199 y Bismuto?!3. La uniéon de los radiois6topos a los
anticuerpos puede realizarse con quelatos bifuncionales convencionales. Para los
enlaces radioplata-111 y radioplata-199, se pueden usar enlazadores a base de azufre.
Ver Hazra et al., Cell Biophys. 24-25:1-7 (1994). El enlace de los radioisétopos de plata
puede implicar la reduccion de la inmunoglobulina con &cido ascorbico. Para
radiois6topos como 111In y 90Y, se puede usar o de ibritumomab y reaccionara con
dichos is6topos para formar tiuxetano de 111lIn-ibritumomab y tiuxetano de 90Y-
ibritumomab, respectivamente. Ver Witzig, Cancer Chemother. Pharmacol., 48 Suppl
1:591-S95 (2001).

[00432]  Algunos de estos anticuerpos pueden unirse a otros grupos terapéuticos.
Dichos restos terapéuticos pueden ser, por ejemplo, citotoxicos, citostaticos,
neurotréficos o neuroprotectores. Por ejemplo, los anticuerpos pueden conjugarse con
farmacos quimioterapéuticos toxicos como la maitansina, la geldanamicina, los
inhibidores de la tubulina, como los agentes de unién a la tubulina (por ejemplo,
auristatinas), o los agentes de union al surco menor, como la caligueamicina. Otros
grupos terapéuticos representativos incluyen agentes que se sabe que son Utiles para el
tratamiento, manejo o mejora de la enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down,

deterioro cognitivo leve, tauopatia primaria relacionada con la edad, parkinsonismo
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postencefalico, demencia postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick,
enfermedad de Niemann-Pick tipo C, pardlisis supranuclear, demencia frontotemporal,
degeneracion lobar frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial
globular, complejo de esclerosis lateral amiotréfica/demencia de Parkinsonismo de
Guam, degeneracion corticobasal (CBD), variante de cuerpo de Lewy de la enfermedad
de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia traumatica crénica (CTE), tauopatia globular
(GGT), o pardlisis supranuclear progresiva (PSP).

[00433] Los anticuerpos también se pueden acoplar con otras proteinas. Por
ejemplo, los anticuerpos se pueden acoplar con finobmeros. Los finbmeros son pequefias
proteinas de unién (por ejemplo, 7 kDa) derivadas del dominio SH3 de Fyn humano.
Pueden ser estables y solubles, y pueden carecer de residuos de cisteina y enlaces
disulfuro. Los finbmeros pueden disefiarse para unirse a moléculas objetivo con la misma
afinidad y especificidad que los anticuerpos. Son adecuados para crear proteinas de
fusion multiespecificas basadas en anticuerpos. Por ejemplo, los Findmeros pueden
fusionarse a los extremos N-terminal y/o C-terminal de los anticuerpos para crear
FynomAbs bi y tri-especificos con diferentes arquitecturas. Los FinOmeros pueden
seleccionarse utilizando bibliotecas de finbmeros a través de tecnologias de deteccion
gue utilizan FACS, Biacore y ensayos basados en células que permiten una seleccion
eficiente de Finbmeros con propiedades optimas. Ejemplos de Finbmeros se describen
en Grabulovski et al., J. Biol. Chem. 282:3196-3204 (2007); Bertschinger et al., Protein
Eng. Des. Sel. 20:57-68 (2007); Schlatter et al., MAbs. 4:497-508 (2011); Banner et al.,
Acta. Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 69(Pt6): 1124-1137 (2013); y Brack et al., Mol.
Cancer Ther. 13:2030-2039 (2014).

[00434] Los anticuerpos descritos en el presente documento también se pueden
acoplar o conjugar con uno o mas anticuerpos diferentes (por ejemplo, para formar
heteroconjugados de anticuerpos). Tales otros anticuerpos pueden unirse a diferentes
epitopos dentro de tau o pueden unirse a un antigeno objetivo diferente.

[00435] Los anticuerpos también se pueden acoplar con una etiqueta detectable.
Dichos anticuerpos pueden usarse, por ejemplo, para diagnosticar la enfermedad de
Alzheimer, sindrome de Down, deterioro cognitivo leve, tauopatia primaria relacionada

con la edad, parkinsonismo postencefalico, demencia postraumatica o demencia
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pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de Niemann-Pick tipo C, paralisis
supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracion lobar frontotemporal, enfermedad
de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo de esclerosis lateral
amiotréfica/demencia de Parkinsonismo de Guam, degeneracion corticobasal (CBD),
variante de cuerpo de Lewy de la enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia
traumética crénica (CTE), tauopatia globular (GGT), o paralisis supranuclear progresiva
(PSP).y/o para evaluar la eficacia del tratamiento. Dichos anticuerpos son
particularmente Utiles para realizar tales determinaciones en sujetos que tienen o son
susceptibles a enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro cognitivo leve,
tauopatia primaria relacionada con la edad, parkinsonismo postencefélico, demencia
postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de Niemann-
Pick tipo C, pardlisis supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracion lobar
frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo de
esclerosis lateral amiotréfica/demencia de Parkinsonismo de Guam, degeneracion
corticobasal (CBD), variante de cuerpo de Lewy de la enfermedad de Alzheimer
(LBVAD), encefalopatia traumatica cronica (CTE), tauopatia globular (GGT), o paralisis
supranuclear progresiva (PSP), o en muestras biologicas apropiadas obtenidas de dichos
sujetos. Los marcadores detectables representativos que pueden estar acoplados o
unidos a un anticuerpo incluyen diversas enzimas, tales como peroxidasa de rabano
picante, fosfatasa alcalina, beta galactosidasa o acetilcolinesterasa; grupos protésicos,
tales como estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes, tales como
umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, fluoresceina
diclorotriazinilamina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; materiales luminiscentes, como el
luminol; materiales bioluminiscentes, tales como luciferasa, luciferina y aequorina;
materiales radioactivos, como radioplata-111, radioplata-199, Bismuto?!3, yodo(*31l, 125,
123] 1211y carbén (*4C), azufre (°S), tritio (3H), indio (1%In, 118In, 112|n, 111|n)), tectenio
(°°Tc), talio (°1Ti), galio (°®Ga, 6’Ga), paladio (1°3Pd), molibdenio (°*°*Mo), xendn (133Xe),
fmor (l8|:)’ 153Sm1 177LU, 1596d1 l49pm’ 140|_a’ 175Yb’ 166H01 90Y1 47SC, 186Re’ 188Re’ 142pr’
105Rh’ 97RU, BSGe’ 57C0, BSZn’ 85Sr, SZP, 153Gd, 169Yb’ 51CI', 54Mn, 7586, 113Sn’ y 117Tin;

metales emisores de positrones que utilizan diversas tomografias de emision de
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positrones; iones metalicos paramagnéticos no radiactivos; y moléculas que estan
radiomarcadas o conjugadas a radiois6topos especificos.

[00436] La unidon de los radioisétopos a los anticuerpos puede realizarse con
guelatos bifuncionales convencionales. Para radioplata-111 y radioplata-199, se pueden
usar enlazadores a base de azufre. Ver Hazra et al., Cell Biophys. 24-25:1-7 (1994). El
enlace de los radiois6topos de plata puede implicar la reduccion de la inmunoglobulina
con acido ascorbico. Para radiois6topos como 111Iny 90Y, se puede usar tiuxetano de
ibritumomab y reaccionara con dichos isotopos para formar tiuxetano de 111In-
ibritumomab y tiuxetano de 90Y-ibritumomab, respectivamente. Ver Witzig, Cancer
Chemother. Pharmacol., 48 Suppl 1: S91-S95 (2001).

[00437] Los restos terapéuticos, otras proteinas, otros anticuerpos y/o marcadores
detectables se pueden acoplar o conjugar, directa o indirectamente a través de un
intermedio (por ejemplo, un enlazador), a un anticuerpo de la invencién. Véase, por
ejemplo, Arnon et al., “Monoclonal Antibodies For Immunotargeting of Drugs In Cancer
Therapy”, en Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-
56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., “Antibodies For Drug Delivery”, en Controlled
Drug Delivery (22 Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987) ;
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review," en
Monoclonal Antibodies 84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp.
475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of
Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy,” en Monoclonal Antibodies For Cancer
Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985); and
Thorpe et al., Immunol. Rev., 62:119-58 (1982). Los enlazadores adecuados incluyen,
por ejemplo, enlazadores escindibles y no escindibles. Se pueden emplear diferentes
enlazadores que liberan los restos terapéuticos, proteinas, anticuerpos y/o marcadores
detectables acoplados en condiciones acidas o reductoras, en la exposicién a proteasas

especificas o en otras condiciones definidas.

VI.  Composiciones farmacéuticas y métodos de uso
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[00438] En aplicaciones profilacticas, un anticuerpo o agente para inducir un
anticuerpo o una composicion farmacéutica se administra a un paciente susceptible, o
de lo contrario, en riesgo de una enfermedad (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer)
en el régimen (dosis, frecuencia y via de administracion) eficaz para reducir el riesgo,
disminuir la gravedad o retrasar la aparicion de al menos un signo o sintoma de la
enfermedad. En particular, el régimen es preferiblemente efectivo para inhibir o retrasar
tau o fosfo-tau y filamentos pareados formados a partir de él en el cerebro, y/o inhibir o
retrasar sus efectos toxicos y/o inhibir/o retrasar el desarrollo de déficits de
comportamiento. En aplicaciones terapéuticas, un anticuerpo o agente para inducir un
anticuerpo se administra a un paciente sospechoso de o que ya padece una enfermedad
(por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer) en un régimen (dosis, frecuencia y via de
administracion) eficaz para mejorar o al menos inhibir un mayor deterioro de al menos
un signo o sintoma de la enfermedad. En particular, el régimen es preferiblemente
efectivo para reducir o al menos inhibir un aumento adicional de los niveles de tau,
fosfortau o filamentos pareados formados a partir de él, toxicidades asociadas y/o déficits
de comportamiento.

[00439] Un régimen se considera terapéuticamente o profilacticamente eficaz si un
paciente tratado individualmente logra un resultado mas favorable que el resultado
promedio en una poblacion de control de pacientes comparables no tratados con los
meétodos de la invencion, o si se demuestra un resultado mas favorable en pacientes
tratados versus pacientes control en un ensayo clinico controlado (por ejemplo, un
ensayo de fase Il, fase Il/lll o fase 1ll) a un nivel de p <0.05 0 0.01 o incluso 0.001.

[00440] Las dosis efectivas varian dependiendo de muchos factores diferentes,
como los medios de administracion, el sitio objetivo, el estado fisioldgico del paciente, si
el paciente es portador de ApoE, si el paciente es humano o un animal, otros
medicamentos administrados y si el tratamiento es adecuado. profilactico o terapéutico.

[00441] Los rangos de dosis ejemplares para anticuerpos son de aproximadamente
0.01 a 60 mg/kg, o de aproximadamente 0.1 a 3 mg/kg o de 0.15-2 mg/kg o de 0.15-1.5
mg/kg, del peso corporal del paciente. El anticuerpo puede administrarse en dosis de
este tipo diariamente, en dias alternativos, semanales, quincenales, mensuales,

trimestrales o de acuerdo con cualquier otro programa determinado por analisis empirico.
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Un tratamiento ejemplar implica la administracion en dosis multiples durante un periodo
prolongado, por ejemplo, de al menos seis meses. Los regimenes de tratamiento
ejemplares adicionales implican la administracion una vez cada dos semanas 0 una vez
al mes o una vez cada 3 a 6 meses.

[00442] La cantidad de un agente para la administracién activa varia de 0.1 a 500
Mg por paciente y mas habitualmente de 1 a 100 o de 1 a 10 ug por inyeccion para la
administracion humana. El momento de las inyecciones puede variar significativamente
desde una vez al dia, una vez al afio, hasta una vez por década. Un régimen tipico
consiste en una inmunizacion seguida de inyecciones de refuerzo a intervalos de tiempo,
como intervalos de 6 semanas o dos meses. Otro régimen consiste en una inmunizacion
seguida de inyecciones de refuerzo 1, 2 y 12 meses después. Otro régimen implica una
inyeccion cada dos meses de por vida. Alternativamente, las inyecciones de refuerzo
pueden realizarse de forma irregular, como se indica mediante el seguimiento de la
respuesta inmunitaria.

[00443] Los anticuerpos 0 agentes para inducir anticuerpos se administran
preferiblemente a través de una ruta periférica (es decir, uno en el que un anticuerpo
administrado o inducido cruza la barrera hematoencefalica para alcanzar un sitio
deseado en el cerebro). Las vias de administracion incluyen tépicas, intravenosas,
orales, subcutdneas, intraarteriales, intracraneales, intratecales, intraperitoneales,
intranasales, intraoculares o intramusculares. Las vias preferidas para la administracion
de anticuerpos son intravenosas y subcutaneas. Las rutas preferidas para la
inmunizacién activa son subcutanea e intramuscular. Este tipo de inyeccién se realiza
generalmente en los masculos del brazo o la pierna. En algunos métodos, los agentes
se inyectan directamente en un tejido particular donde se han acumulado depdsitos, por
ejemplo, inyeccién intracraneal.

[00444] Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral son
preferiblemente estériles y sustancialmente isotonicas y se fabrican bajo condiciones
GMP. Las composiciones farmaceéuticas pueden proporcionarse en forma de dosificacion
unitaria (es decir, la dosificacidbn para una administracion Gnica). Las composiciones
farmacéuticas pueden formularse utilizando uno o mas vehiculos, diluyentes, excipientes

o auxiliares fisiolégicamente aceptables. La formulacion depende de la via de
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administracion elegida. Para la inyeccion, los anticuerpos pueden formularse en
soluciones acuosas, preferiblemente en tampones fisiol6gicamente compatibles, como
la solucion de Hank, la solucion de Ringer o solucion salina fisiologica o tampon de
acetato (para reducir las molestias en el lugar de la inyeccion). La solucién puede
contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o
dispersion. Alternativamente, los anticuerpos pueden estar en forma liofilizada para su
constituciéon con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pir6genos,
antes del uso.

[00445] Los regimenes presentes pueden administrarse en combinacion con otro
agente eficaz en el tratamiento o la profilaxis de la enfermedad que se esta tratando. Por
ejemplo, en el caso de la enfermedad de Alzheimer, los regimenes actuales se pueden
combinar con inmunoterapia contra la Ap (documento WO/2000/072880), inhibidores de
la colinesterasa o0 memantina, o en el caso de la inmunoterapia contra la enfermedad de
Parkinson contra la sinucleina alfa WO/2008/103472, levodopa, agonistas de la
dopamina, inhibidores de la COMT, inhibidores de la MAO-B, amantadina o agentes
anticolinérgicos.

[00446] Los anticuerpos se administran en un régimen efectivo, es decir, una dosis,
una via de administracion y una frecuencia de administracion que retrasan la aparicion,
reducen la gravedad, inhiben un mayor deterioro y/o mejoran al menos un signo o
sintoma de un trastorno que se esta tratando. Si un paciente ya sufre de un trastorno, el
régimen se puede denominar como un régimen terapéuticamente eficaz. Si el paciente
tiene un riesgo elevado de padecer el trastorno en relaciéon con la poblacién general, pero
aun no tiene sintomas, el régimen se puede denominar como un régimen
profilacticamente eficaz. En algunos casos, la eficacia terapéutica o profilactica se puede
observar en un paciente individual en relacion con los controles histéricos o la
experiencia pasada en el mismo paciente. En otros casos, la eficacia terapéutica o
profilactica puede demostrarse en un ensayo clinico o preclinico en una poblacion de
pacientes tratados en relacion con una poblacion control de pacientes no tratados.

[00447] Las dosis ejemplares para un anticuerpo son 0.1-60 mg/kg (por ejemplo,
0.5, 3, 10, 30 o0 60 mg/kg), o 0.5-5 mg/kg de peso corporal (por ejemplo, 0.5, 1, 2, 3,4 0
5 mg/kg) o 10-4000 mg o 10-1500 mg como una dosis fija. La dosis depende de la
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condicion del paciente y de la respuesta al tratamiento anterior, si lo hay, si el tratamiento
es profilactico o terapéutico y si el trastorno es agudo o cronico, entre otros factores.

[00448] La administracion puede ser parenteral, intravenosa, oral, subcutanea,
intraarterial, intracraneal, intratecal, intraperitoneal, tépica, intranasal o intramuscular.
Algunos anticuerpos pueden administrarse en la circulacion sistémica mediante
administracion intravenosa o subcutanea. La administracion intravenosa puede ser, por
ejemplo, por infusion durante un periodo de 30 a 90 minutos.

[00449] La frecuencia de administracion depende de la vida media del anticuerpo
en la circulacion, el estado del paciente y la via de administracion, entre otros factores.
La frecuencia puede ser diaria, semanal, mensual, trimestral o en intervalos irregulares
en respuesta a los cambios en la condicién del paciente o la progresién del trastorno que
se esta tratando. Una frecuencia ejemplar para la administracion intravenosa es entre
semanal y trimestral sobre una causa continua de tratamiento, aunque también es
posible una dosificacién mas o menos frecuente. Para la administracién subcutanea, una
frecuencia de dosificacion ejemplar es de diaria a mensual, aunque también es posible
una dosificacion mas o menos frecuente.

[00450] El nimero de dosis administradas depende de si el trastorno es agudo o
cronico y la respuesta del trastorno al tratamiento. Para los trastornos agudos o las
exacerbaciones agudas de un trastorno crénico, entre 1 y 10 dosis a meenredo son
suficientes. A veces, una dosis Unica de bolo, opcionalmente en forma dividida, es
suficiente para un trastorno agudo o la exacerbacion aguda de un trastorno cronico. El
tratamiento puede repetirse para la recurrencia de un trastorno agudo o exacerbacion
aguda. Para los trastornos cronicos, un anticuerpo puede administrarse a intervalos
regulares, por ejemplo, semanalmente, quincenalmente,  mensualmente,

trimestralmente, cada seis meses durante al menos 1, 5 0 10 afios, o la vida del paciente.
A. Métodos de Diagndéstico y de Monitoreo
Imagen in vivo, Métodos de diagndstico y Optimizacion de la inmunoterapia

[00451] La invencion proporciona métodos de obtencion de imagenes in vivo de

depositos de proteina tau (por ejemplo, ovillos neurofibrilares e inclusiones de tau) en un
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paciente. Los métodos funcionan administrando un reactivo, como un anticuerpo que se
une atau (por ejemplo, un anticuerpo 3D6 de ratdn, humanizado, quimérico o recubierto),
al paciente y luego detectando el agente después de que se haya unido. Anticuerpos que
se unen a un epitopo de tau dentro de los residuos de aminoacidos 199-213 o0 262-276
de SEQ ID NO: 3 (correspondientes a los residuos de aminoacidos 257-271 o 320-334,
respectivamente, de SEQ ID NO: 1) o dentro de los residuos de aminoacidos 259-268 o
290-299 0 321-330 o0 353-362 de SEQ ID NO: 1 se prefieren. En algunos métodos, el
anticuerpo se une a un epitopo dentro de los residuos de aminoacidos 199-213 de la
SEQ ID NO: 3 (correspondientes a los residuos de aminoacidos 257-271 de la SEQ ID
NO: 1), o dentro de los aminoéacidos 262-276 de la SEQ ID. NO: 3 (correspondiente a los
residuos de aminoacidos 320-334 de SEQ ID NO: 1). En algunos métodos, el anticuerpo
se une a un epitopo dentro de los residuos de aminoacidos 259-268 de SEQ ID NO: 1,
dentro de los aminoacidos 290-299 de SEQ ID NO: 1, dentro de los aminoacidos 321-
330 de SEQ ID NO: 1, o dentro de los aminoacidos 353-362 de SEQ ID NO: 1. Puede
evitarse o0 reducirse una respuesta de depuracion a los anticuerpos administrados
mediante el uso de fragmentos de anticuerpos que carecen de una region constante de
longitud completa, como los Fabs. En algunos métodos, el mismo anticuerpo puede
servir como reactivo de tratamiento y diagnéstico.

[00452] Los reactivos de diagnostico pueden administrarse mediante inyeccién
intravenosa en el cuerpo del paciente, o directamente en el cerebro mediante inyeccion
intracraneal o perforando un agujero a través del craneo. La dosis de reactivo debe estar
dentro de los mismos rangos que para los métodos de tratamiento. Tipicamente, el
reactivo esta marcado, aunque en algunos meétodos, el reactivo primario con afinidad por
tau no esta marcado y se usa un agente de marcaje secundario para unirse al reactivo
primario. La eleccién de la etiqueta depende de los medios de deteccién. Por ejemplo,
una etiqueta fluorescente es adecuada para la deteccién dptica. El uso de etiquetas
paramagnéticas es adecuado para la deteccion tomogréfica sin intervencién quirdrgica.
Las etiquetas radioactivas también pueden detectarse mediante tomografia por emision
de positrones (PET) o tomografia computarizada por emision de foton unico (SPECT).

[00453] Los métodos de obtencion de imagenes in vivo de los depdsitos de proteina

tau son Utiles para diagnosticar o confirmar el diagnéstico de una tauopatia, como la
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enfermedad de Alzheimer, la degeneracion lobar frontotemporal, la paralisis
supranuclear progresiva y la enfermedad de Pick, o la susceptibilidad a tal enfermedad.
Por ejemplo, los métodos se pueden utilizar en un paciente que presenta sintomas de
demencia. Si el paciente tiene enredos neurofibrilares anormales, entonces es probable
gue el paciente sufra la enfermedad de Alzheimer. Alternativamente, si el paciente tiene
inclusiones tau anormales, entonces, dependiendo de la ubicacion de las inclusiones, el
paciente puede sufrir degeneracién lobular frontotemporal. Los métodos también se
pueden utilizar en pacientes asintomaticos. La presencia de depdsitos anormales de
proteina tau indica susceptibilidad a futuras enfermedades sintomaticas. Los métodos
también son utiles para monitorear la progresién de la enfermedad y/o la respuesta al
tratamiento en pacientes que han sido diagnosticados previamente con una enfermedad
relacionada con la tau.

[00454] El diagndstico se puede realizar comparando el niamero, el tamafio y/o la
intensidad de los puntos etiquetados con los valores de referencia correspondientes. Los
valores de la linea de base pueden representar los niveles medios en una poblacion de
individuos no enfermos. Los valores basales también pueden representar niveles previos
determinados en el mismo paciente. Por ejemplo, los valores iniciales pueden
determinarse en un paciente antes de comenzar el tratamiento de inmunoterapia tau, y
los valores medidos en comparacion con los valores iniciales. Una disminucién en los
valores en relacion con la linea de base sefiala una respuesta positiva al tratamiento.

[00455] En algunos pacientes, el diagndstico de una tauopatia se puede ayudar al
realizar una exploracion PET. Se puede realizar una exploracion PET utilizando, por
ejemplo, un reproductor de imagenes PET convencional y un equipo auxiliar. En general,
la exploracion incluye una o mas regiones del cerebro que, en general, se sabe que estan
asociadas con depdsitos de proteina tau y una 0 mas regiones en las que, por lo general,
hay pocos depdsitos, si es que hay alguno, que sirvan como controles.

[00456] La sefial detectada en una exploracion PET puede representarse como una
imagen multidimensional. La imagen multidimensional puede estar en dos dimensiones
gue representan una seccion transversal a través del cerebro, en tres dimensiones, que
representan el cerebro tridimensional, o en cuatro dimensiones que representan cambios

en el cerebro tridimensional a lo largo del tiempo. Se puede usar una escala de colores
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con diferentes colores que indican diferentes cantidades de etiqueta y, inferencialmente,
se detect6 el depdsito de proteina tau. Los resultados de la exploracién también pueden
presentarse numéricamente, con numeros relacionados con la cantidad de etiqueta
detectada y, en consecuencia, la cantidad de depodsitos de proteina tau. La etiqueta
presente en una region del cerebro conocida por estar asociada con depdsitos para una
tauopatia particular (por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer) puede compararse con la
etiqueta presente en una regidn que se sabe que no esta asociada con depdsitos para
proporcionar una relacién indicativa del grado de depdsitos en la antigua region. Para el
mismo ligando radiomarcado, tales proporciones proporcionan una medida comparable
de los depdsitos de proteina tau y sus cambios entre diferentes pacientes.

[00457] En algunos métodos, una exploracién PET se realiza al mismo tiempo o en
la misma visita del paciente que una exploracion IRM o TAC. Una IRM o TAC proporciona
mas detalles anatomicos del cerebro que una PET. Sin embargo, la imagen de una
exploracion PET se puede superponer en una imagen de IRM o imagen de TAC que
indica con mayor precision la ubicacion del ligando PET y depdsitos inferenciales de tau
en relacion con las estructuras anatomicas en el cerebro. Algunas maquinas pueden
realizar tanto la exploracion PET como la exploracion IRM o TAC sin que el paciente
cambie de posicion entre las exploraciones, lo que facilita la superposicion de imagenes.

[00458] Los ligandos de PET adecuados incluyen anticuerpos radiomarcados de la
invencion (por ejemplo, un anticuerpo 3D6 de raton, humanizado, quimérico o revestido).
El radioisétopo utilizado puede ser, por ejemplo, C11, N3, Q15 F18¢ |23 E| intervalo entre
la administracion del ligando PET y la modalidad de la exploracion puede depender del
ligando PET vy, en particular, de su tasa de captacion y eliminacion en el cerebro, y la
vida media de su radiomarcador.

[00459] Las tomografias PET también se pueden realizar como una medida
profilactica en pacientes asintomaticos o en pacientes que tienen sintomas de deterioro
cognitivo leve pero que aun no han sido diagnosticados con una tauopatia pero tienen
un riesgo elevado de desarrollar una tauopatia. Para los pacientes asintomaticos, las
exploraciones son particularmente Gtiles para personas consideradas con riesgo elevado
de tauopatia debido a antecedentes familiares, factores de riesgo genéticos o

bioguimicos o edad madura. Las exploraciones profilacticas pueden comenzar, por
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ejemplo, a una edad del paciente entre 45 y 75 afos. En algunos pacientes, se realiza
una primera exploracion a los 50 afios.

[00460] Las exploraciones profilacticas se pueden realizar a intervalos de, por
ejemplo, entre seis meses y diez afos, preferiblemente entre 1 y 5 afios. En algunos
pacientes, las exploraciones profilacticas se realizan anualmente. Si una exploracion
PET realizada como una medida profilactica indica niveles anormalmente altos de
depdsitos de proteina tau, se puede iniciar la inmunoterapia y realizar una exploracion
PET posterior como en pacientes diagnosticados con una tauopatia. Si un PET
escaneado realizado como una medida profilactica indica niveles de depdsitos de
proteina tau dentro de niveles normales, se pueden realizar otros PET a intervalos de
entre seis meses y 10 afios, y preferiblemente de 1 a 5 afios, como antes, 0 en respuesta
a la aparicion de Signos y sintomas de una tauopatia o deterioro cognitivo leve. Al
combinar las exploraciones profilacticas con la administracion de inmunoterapia dirigida
a tau si, cuando se detecta un nivel de depd@sitos de proteina tau por encima de lo normal,
los niveles de depdésitos de proteina tau pueden reducirse, o acercarse a, los niveles
normales, o al menos impedir que sigan aumentando, y el paciente puede permanecer
libre de tauopatia durante un periodo mas prolongado que si no recibiera exploraciones
profilacticas e inmunoterapia dirigida a tau (por ejemplo, al menos 5, 10, 15 o 20 afios, o
por El resto de la vida del paciente).

[00461] Los niveles normales de depdsitos de proteina tau pueden determinarse
por la cantidad de enredos neurofibrilares o inclusiones de tau en los cerebros de una
muestra representativa de individuos en la poblacion general que no han sido
diagnosticados con una tauopatia particular (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer) y
no se consideran con un riesgo elevado de desarrollar dicha enfermedad (p. ej., una
muestra representativa de individuos sin enfermedad menores de 50 afios de edad).
Alternativamente, se puede reconocer un nivel normal en un paciente individual si la
sefial de PET segun los métodos presentes en una region del cerebro en la que se sabe
gue se desarrollan depdsitos de proteina tau no es diferente (dentro de la precision de la
medicion) de la sefial de una region del cerebro en la que se sabe que tales depdésitos
normalmente no se desarrollan. Se puede reconocer un nivel elevado en un individuo por

comparacién con los niveles normales (por ejemplo, media exterior y varianza de una
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desviacién estandar) o simplemente por una sefial elevada mas alla del error
experimental en una regién del cerebro asociada con depdsitos de proteina tau en
comparacion con una Region no conocida por estar asociada con depadsitos. Con el fin
de comparar los niveles de depodsitos de proteina tau en un individuo y poblacién, los
depdsitos de proteina tau deben determinarse preferiblemente en la misma region (s) del
cerebro, estas regiones incluyen al menos una region en la que los depésitos de proteina
tau asociados con un se sabe que se forman tauopatias particulares (por ejemplo, la
enfermedad de Alzheimer). Un paciente que tenga un nivel elevado de depdsitos de
proteina tau es un candidato para comenzar la inmunoterapia.

[00462] Después de comenzar la inmunoterapia, una disminucion en el nivel de los
depositos de proteina tau puede verse primero como una indicacion de que el tratamiento
esta teniendo el efecto deseado. La disminucidn observada puede estar, por ejemplo, en
el rango de 1-100%, 1-50% o 1-25% del valor de referencia. Dichos efectos pueden
medirse en una 0 mas regiones del cerebro en las que se sabe que se forman depdsitos
0 se pueden medir a partir de un promedio de dichas regiones. El efecto total del
tratamiento se puede aproximar agregando el porcentaje de reduccion en relacion con la
linea de base al aumento en los depdsitos de proteina tau que de otra manera ocurririan
en un paciente promedio sin tratamiento.

[00463] El mantenimiento de los depédsitos de proteina tau en un nivel
aproximadamente constante o incluso un pequefio aumento en los depdsitos de proteina
tau también puede ser un indicio de respuesta al tratamiento, aunque sea una respuesta
subdptima. Dichas respuestas pueden compararse con un curso temporal de los niveles
de depodsitos de proteina en pacientes con una tauopatia particular (por ejemplo,
enfermedad de Alzheimer) que no recibieron tratamiento, para determinar si la
inmunoterapia esta teniendo un efecto en la inhibicibn de aumentos adicionales de los
depdsitos de proteina tau.

[00464] El monitoreo de los cambios en los depdsitos de proteina tau permite el
ajuste de la inmunoterapia u otro régimen de tratamiento en respuesta al tratamiento. El
monitoreo de PET proporciona una indicacion de la naturaleza y el alcance de la
respuesta al tratamiento. Luego se puede determinar si se debe ajustar el tratamiento vy,

si se desea, se puede ajustar el tratamiento en respuesta a la monitorizacién PET. Por
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lo tanto, la monitorizacion con PET permite que la inmunoterapia dirigida por tau u otro
régimen de tratamiento se ajuste antes de que otros biomarcadores, IRM o medidas
cognitivas hayan respondido de manera detectable. Un cambio significativo significa que
la comparacion del valor de un parametro después del tratamiento en relacién con el
sétano proporciona alguna evidencia de que el tratamiento ha tenido o no un efecto
beneficioso. En algunos casos, un cambio de valores de un parametro en un paciente en
si mismo proporciona evidencia de que el tratamiento ha tenido o no un efecto
beneficioso. En otros casos, el cambio de valores, si los hay, en un paciente, se compara
con el cambio de valores, si los hay, en una poblaciéon de control representativa de
pacientes que no reciben inmunoterapia. Una diferencia en la respuesta en un paciente
particular de la respuesta normal en el paciente de control (por ejemplo, media mas la
varianza de una desviacion estandar) también puede proporcionar evidencia de que un
régimen de inmunoterapia esta logrando o no un efecto beneficioso en un paciente.

[00465] En algunos pacientes, el monitoreo indica una disminucion detectable en
los depdsitos de proteina tau, pero el nivel de depdsitos de proteina tau permanece por
encima de lo normal. En tales pacientes, si no hay efectos secundarios inaceptables, el
régimen de tratamiento puede continuarse tal como esta o incluso aumentarse en la
frecuencia de administracion y/o dosis si no se encuentra en la dosis maxima
recomendada.

[00466]  Si el monitoreo indica que los niveles de depdsitos de proteina tau en un
paciente ya se han reducido a niveles normales o casi normales de depdsitos de proteina
tau, el régimen de inmunoterapia puede ajustarse desde uno de induccion (es decir, que
reduce el nivel de depdsitos de proteina tau) a uno de mantenimiento (es decir, que
mantiene los depdsitos de proteina tau en un nivel aproximadamente constante). Dicho
régimen puede verse afectado por la reduccion de la dosis y/o la frecuencia de
administracién de la inmunoterapia.

[00467] En otros pacientes, el monitoreo puede indicar que la inmunoterapia esta
teniendo algun efecto beneficioso pero un efecto subdptimo. Un efecto 6ptimo se puede
definir como una reduccién porcentual en el nivel de depdsitos de proteina tau dentro de
la mitad superior o cuartil del cambio en los depésitos de proteina tau (medidos o

calculados sobre todo el cerebro o region(es) representativa(s) del mismo) en la que
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depdsitos de proteina tau se sabe que se forman) experimentados por una muestra
representativa de pacientes con tauopatia sometidos a inmunoterapia en un momento
dado después de comenzar la terapia. Un paciente que experimenta una disminucion
menor o un paciente cuyos depositos de proteina tau permanece constante o incluso
aumenta, pero en menor medida de lo esperado en ausencia de inmunoterapia (p. Ej.,
Como se deduce de un grupo de control de pacientes que no recibieron inmunoterapia)
se puede clasificar como que experimenta una respuesta positiva pero subdptima.
Dichos pacientes pueden estar sujetos opcionalmente a un ajuste de régimen en el que
aumenta la dosis y la frecuencia de administracion de un agente.

[00468] En algunos pacientes, los depdsitos de proteina tau pueden aumentar de
manera similar o mayor a los depésitos de tau en pacientes que no reciben
inmunoterapia. Si tales aumentos persisten durante un periodo de tiempo, como 18
meses 0 2 afos, incluso después de cualquier aumento en la frecuencia o dosis de los
agentes, la inmunoterapia puede, si se desea, interrumpirse en favor de otros
tratamientos.

[00469] La descripcion anterior del diagndstico, monitoreo y ajuste del tratamiento
para las tauopatias se ha centrado en gran medida en el uso de tomografias PET. Sin
embargo, se puede utilizar cualquier otra técnica para visualizar y/o medir los depdésitos
de proteina tau que son susceptibles al uso de los anticuerpos tau de la invencién (por
ejemplo, un anticuerpo 3D6 de ratén, humanizado, quimeérico o revestido) en lugar de las
exploraciones de PET para realizar tales métodos

[00470] También se proporcionan métodos para detectar una respuesta inmune
contra tau en un paciente que sufre o es susceptible a enfermedades asociadas con tau.
Los métodos pueden usarse para monitorear un curso de tratamiento terapéutico y
profilactico con los agentes proporcionados en este documento. El perfil de anticuerpos
después de la inmunizacion pasiva tipicamente muestra un pico inmediato en la
concentracion de anticuerpos seguido de un decaimiento exponencial. Sin una dosis
adicional, la desintegracion se aproxima a los niveles de pretratamiento en un periodo
de dias a meses, dependiendo de la vida media del anticuerpo administrado. Por

ejemplo, la vida media de algunos anticuerpos humanos es del orden de 20 dias.
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[00471] En algunos métodos, se realiza una medicién de referencia del anticuerpo
a tau en el sujeto antes de la administracién, una segunda medicién se realiza poco
después para determinar el nivel maximo de anticuerpos y uno o mas Se realizan
mediciones adicionales a intervalos para controlar el deterioro de los niveles de
anticuerpos. Cuando el nivel de anticuerpo ha disminuido a la linea base o un porcentaje
predeterminado del pico menos la linea de base (por ejemplo, 50%, 25% o 10%), se
administra la administracion de una dosis adicional de anticuerpo. En algunos métodos,
los niveles maximos o subsiguientes medidos menos los antecedentes se comparan con
los niveles de referencia previamente determinados para constituir un régimen de
tratamiento profilactico o terapéutico beneficioso en otros sujetos. Si el nivel de
anticuerpos medido es significativamente menor que un nivel de referencia (por ejemplo,
menos de la media menos uno o, preferiblemente, dos desviaciones estandar del valor
de referencia en una poblacién de sujetos que se benefician del tratamiento), se indica
la administracién de una dosis adicional de anticuerpo.

[00472] También se proporcionan métodos para detectar tau en un sujeto, por
ejemplo, midiendo tau en una muestra de un sujeto o mediante imagenes in vivo de tau
en un sujeto. Tales métodos son Utiles para diagnosticar o confirmar el diagnostico de
enfermedades asociadas con tau, o susceptibilidad a ellas. Los métodos también se
pueden utilizar en sujetos asintomaticos. La presencia de tau indica susceptibilidad a
futuras enfermedades sintomaticas. Los métodos también son utiles para monitorear la
progresion de la enfermedad y/o la respuesta al tratamiento en sujetos que han sido
diagnosticados previamente con enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro
cognitivo leve, tauopatia primaria relacionada con la edad, parkinsonismo postencefalico,
demencia postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de
Niemann-Pick tipo C, paralisis supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracion
lobar frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo
de esclerosis lateral amiotrofica/demencia por parkinsonismo de Guam, demencia
corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de Lewys, variante de cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia traumatica cronica (CTE), tauopatia

globular (GGT), o pardlisis supranuclear progresiva (PSP).
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[00473] Las muestras bioldgicas obtenidas de un sujeto con sospecha de tener o
con riesgo de padecer enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro cognitivo
leve, tauopatia primaria relacionada con la edad, parkinsonismo postencefalico,
demencia postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de
Niemann-Pick tipo C, paralisis supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracion
lobar frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo
de esclerosis lateral amiotréfica/demencia por parkinsonismo de Guam, demencia
corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de Lewys, variante de cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia traumatica cronica (CTE), tauopatia
globular (GGT), o paralisis supranuclear progresiva (PSP) se pueden contactar con los
anticuerpos descritos en el presente documento para evaluar la presencia de tau. Por
ejemplo, los niveles de tau en tales sujetos pueden compararse con los presentes en
sujetos sanos. Alternativamente, los niveles de tau en los sujetos que reciben tratamiento
para la enfermedad pueden compararse con los de los sujetos que no han recibido
tratamiento para la enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro cognitivo
leve, tauopatia primaria relacionada con la edad, parkinsonismo postencefalico,
demencia postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de
Niemann-Pick tipo C, pardlisis supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracién
lobar frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo
de esclerosis lateral amiotréfica/demencia por parkinsonismo de Guam, demencia
corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de Lewys, variante de cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia trauméatica cronica (CTE), tauopatia
globular (GGT), o pardlisis supranuclear progresiva (PSP). Algunas de estas pruebas
implican una biopsia de tejido obtenido de dichos sujetos. Los ensayos ELISA también

pueden ser métodos utiles, por ejemplo, para evaluar tau en muestras de fluidos.
VIl.  Kits
[00474] La invencion proporciona ademas kits (por ejemplo, contenedores) que

comprenden un anticuerpo descrito en el presente documento y materiales relacionados,

tales como instrucciones de uso (por ejemplo, prospecto). Las instrucciones de uso
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pueden contener, por ejemplo, instrucciones para la administracion del anticuerpo y
opcionalmente uno o0 més agentes adicionales. Los contenedores de anticuerpos pueden
ser dosis unitarias, paquetes a granel (por ejemplo, paquetes de dosis multiples), o dosis
de subunidades.

[00475] El prospecto se refiere a las instrucciones que habitualmente se incluyen
en los paquetes comerciales de productos terapéuticos que contienen informacién sobre
las indicaciones, el uso, la dosis, la administracion, las contraindicaciones y/o las
advertencias sobre el uso de dichos productos terapéuticos.

[00476] Los kits también pueden incluir un segundo recipiente que comprende un
tampon farmacéuticamente aceptable, como agua bacteriostatica para inyeccién (BWFI
por sus siglas en inglés), solucién salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer y
solucion de dextrosa. También puede incluir otros materiales deseables desde el punto
de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y

jeringas.

VIIl. Otras Aplicaciones

[00477] Los anticuerpos pueden usarse para detectar tau, o fragmentos de los
mismos, en el contexto de diagndstico clinico o tratamiento o en investigacion. Por
ejemplo, los anticuerpos se pueden usar para detectar la presencia de tau en una
muestra biolégica como una indicacion de que la muestra biol6gica comprende depdsitos
de tau. La unién de los anticuerpos a la muestra biolégica se puede comparar con la
union de los anticuerpos a una muestra de control. La muestra de control y la muestra
biologica pueden comprender células del mismo origen de tejido. Las muestras de control
y las muestras biolégicas se pueden obtener del mismo individuo o de individuos
diferentes y en la misma ocasion o en ocasiones diferentes. Si se desea, multiples
muestras biologicas y multiples muestras de control se evalian en multiples ocasiones
para protegerlas contra la variacion aleatoria independientemente de las diferencias
entre las muestras. Luego se puede hacer una comparacion directa entre la(s) muestra(s)
bioldgica(s) y la(s) muestra(s) de control para determinar si la unién del anticuerpo (es

decir, la presencia de tau a la(s) muestra(s) biol6gica(s) aumenta, disminuye, o es igual



10

15

20

25

30

120 de 201

a la unién del anticuerpo a la(s) muestra(s) de control. EI aumento de la unién del
anticuerpo a la(s) muestra(s) bioldgica(s) en relacion con la(s) muestra(s) de control
indica la presencia de tau en la(s) muestra(s) bioldgica(s). En algunos casos, el aumento
de la union del anticuerpo es estadisticamente significativo. Opcionalmente, la union del
anticuerpo a la muestra bioldgica es al menos 1.5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5
veces, 10 veces, 20 veces, 0 100 veces més alta que la union del anticuerpo al control
muestra.

[00478] Ademas, los anticuerpos pueden usarse para detectar la presencia de tau
en una muestra biolégica para monitorear y evaluar la eficacia de un agente terapéutico
gue se usa para tratar a un paciente diagnosticado con enfermedad de Alzheimer,
sindrome de Down, deterioro cognitivo leve, tauopatia primaria relacionada con la edad,
parkinsonismo postencefalico, demencia postraumatica o demencia pugilistica,
enfermedad de Pick, enfermedad de Niemann-Pick tipo C, pardlisis supranuclear,
demencia frontotemporal, degeneracién lobar frontotemporal, enfermedad de grano
argirofilico, tauopatia glial globular, complejo de esclerosis lateral amiotréfica/demencia
por parkinsonismo de Guam, demencia corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de
Lewys, variante de cuerpos de Lewy de la enfermedad de Alzheimer (LBVAD),
encefalopatia traumatica cronica (CTE), tauopatia globular (GGT), o paralisis
supranuclear progresiva (PSP). Una muestra biolégica de un paciente con diagndstico
de enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro cognitivo leve, tauopatia
primaria relacionada con la edad, parkinsonismo postencefalico, demencia
postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de Niemann-
Pick tipo C, pardlisis supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracion lobar
frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo de
esclerosis lateral amiotrofica/demencia por parkinsonismo de Guam, demencia
corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de Lewys, variante de cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia trauméatica crénica (CTE), tauopatia
globular (GGT), o pardalisis supranuclear progresiva (PSP) se evalla para establecer una
linea de base para la union de los anticuerpos a la muestra (es decir, una linea de base
para la presencia de tau en la muestra) antes de comenzar la terapia con el agente

terapéutico. En algunos casos, se evallian multiples muestras biologicas del paciente en
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multiples ocasiones para establecer tanto una linea de base como una medida de
variacion aleatoria independiente del tratamiento. Luego se administra un agente
terapéutico en un régimen. El régimen puede incluir multiples administraciones del
agente durante un periodo de tiempo. Opcionalmente, la unidén de los anticuerpos (es
decir, la presencia de tau) se evalla en multiples ocasiones en multiples muestras
biologicas del paciente, tanto para establecer una medida de variacion aleatoria como
para mostrar una tendencia en respuesta a la inmunoterapia. Luego se comparan las
diversas evaluaciones de la union del anticuerpo a las muestras biologicas. Si solo se
realizan dos evaluaciones, se puede hacer una comparacion directa entre las dos
evaluaciones para determinar si la union del anticuerpo (es decir, la presencia de tau) ha
aumentado, disminuido o se mantuvo igual entre las dos evaluaciones. Si se realizan
mas de dos mediciones, las mediciones se pueden analizar como un curso de tiempo
gue comienza antes del tratamiento con el agente terapéutico y continda durante el curso
de la terapia. En pacientes en los que la unién de anticuerpos a muestras biolégicas ha
disminuido (es decir, la presencia de tau), se puede concluir que el agente terapéutico
fue eficaz en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, deterioro
cognitivo leve, tauopatia primaria relacionada con la edad, parkinsonismo postencefalico,
demencia postraumatica o demencia pugilistica, enfermedad de Pick, enfermedad de
Niemann-Pick tipo C, pardlisis supranuclear, demencia frontotemporal, degeneracion
lobar frontotemporal, enfermedad de grano argirofilico, tauopatia glial globular, complejo
de esclerosis lateral amiotréfica/demencia por parkinsonismo de Guam, demencia
corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de Lewys, variante de cuerpos de Lewy de la
enfermedad de Alzheimer (LBVAD), encefalopatia trauméatica crénica (CTE), tauopatia
globular (GGT), o paralisis supranuclear progresiva (PSP). La disminucion en la union
del anticuerpo puede ser estadisticamente significativa. Opcionalmente, la unién
disminuye al menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90 %, 0 100%. La evaluacion de la unién del anticuerpo se puede realizar junto con
la evaluacion de otros signos y sintomas de la enfermedad de Alzheimer, sindrome de
Down, deterioro cognitivo leve, tauopatia primaria relacionada con la edad,
parkinsonismo postencefélico, demencia postraumatica o demencia pugilistica,

enfermedad de Pick, enfermedad de Niemann-Pick tipo C, pardlisis supranuclear,
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demencia frontotemporal, degeneracion lobar frontotemporal, enfermedad de grano
argirofilico, tauopatia glial globular, complejo de esclerosis lateral amiotréfica/demencia
por parkinsonismo de Guam, demencia corticobasal (CBD), demencia con cuerpos de
Lewys, variante de cuerpos de Lewy de la enfermedad de Alzheimer (LBVAD),
encefalopatia traumatica cronica (CTE), tauopatia globular (GGT), o paralisis
supranuclear progresiva (PSP).

[00479] Los anticuerpos también pueden usarse como reactivos de investigacion
para investigacion de laboratorio en la deteccion de tau, o fragmentos de los mismos. En
tales usos, los anticuerpos pueden marcarse con moléculas fluorescentes, moléculas
marcadas por hilado, enzimas o radioisétopos, y pueden proporcionarse en forma de kit
con todos los reactivos necesarios para realizar el ensayo de deteccion. Los anticuerpos
también se pueden usar para purificar tau, o parejas de union de tau, por ejemplo,
mediante cromatografia de afinidad.

[00480] Todas las solicitudes de patente, sitios web, otras publicaciones, nimeros
de acceso y similares citados anteriormente o mas abajo se incorporan por referencia en
su totalidad para todos los fines en la misma medida que si cada articulo individual se
indicara especifica e individualmente como tal. Si se asocian diferentes versiones de una
secuencia con un numero de acceso en diferentes momentos, se entiende la version
asociada con el numero de acceso en la fecha efectiva de presentacion de esta solicitud.
La fecha de presentacion efectiva se refiere a la fecha de presentacion real o anterior a
la fecha de presentacién de una solicitud de prioridad que se refiere al nUmero de acceso,
si corresponde. Del mismo modo, si se publican diferentes versiones de una publicacién,
sitio web o similares en diferentes momentos, la versidbn mas reciente publicada en la
fecha de presentacion efectiva de la solicitud se entiende a menos que se indique lo
contrario. Cualquier caracteristica, paso, elemento, modalidad o aspecto de la invencion
puede usarse en combinacibn con cualquier otro a menos que se indique
especificamente lo contrario. Aunque la presente invencion se ha descrito con cierto
detalle a modo de ilustracion y ejemplo con fines de claridad y comprension, sera
evidente que ciertos cambios y modificaciones pueden ponerse en practica dentro del

alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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EJEMPLOS

[00481] Ejemplo 1. Identificacion de Anticuerpos Monoclonales de tau

[00482] Los anticuerpos monoclonales contra tau se generaron de la siguiente
manera. Las inmunizaciones se realizaron con cualquiera de tau humana 383 a.a.
marcada con His de N-terminal (4RON), que contiene una mutacion P301S [inmundgeno
A] o tau humana 383 a.a recombinante (4RON) que contiene una mutacién P301S, que
carece de una marca His de N-terminal [inmundgeno B]. Los inmundgenos se
emulsionaron en adyuvante RIBI.

[00483] Ratones Balb/c hembra de cinco semanas de edad se inmunizaron por via
intraperitoneal con 25 pg de inmundégeno A en el dia 0 y 10 ug de inmundégeno A cada
uno en los dias 7, 14, 21, 27, 34, 48, 55 y 62. Los ratones se inmunizaron con 10 pg de
inmundgeno B en los dias 76 y 90. En los dias 43 y 98, los ratones se sangraron y se
titularon frente al inmundégeno A; en el dia 101, los animales con titulos més altos se
reforzaron con una inmunizacion terminal de 50 pug de inmunégeno B, que se administro
por via intraperitoneal e intravenosa. Los hibridomas fusionados se seleccionaron
mediante ELISA frente a ambos inmundgenos, y los positivos con la sefial mas alta se
mapearon en epitopos (ver Ejemplo 2). El 3D6 reaccioné a péptidos correspondientes a
los residuos de aminoacidos 199-213 de SEQ ID NO: 3y a los residuos de aminoacidos
262-276 de SEQ ID NO: 3 (siguiendo la numeracion de la isoforma de CNS mas larga de
tau, esto corresponde a los residuos de aminoacidos 257-271 de SEQ ID NO: 1y a los
residuos de aminoacidos 320-334 de SEQ ID NO: 1).

[00484] Ejemplo 2. Mapeo de epitopos del anticuerpo 3D6

[00485]  Se uso6 unrango de péptidos biotinilados superpuestos que abarcan toda la
proteina tau humana 383aa 4RON para mapear el anticuerpo 3D6 murino. Se usaron
péptidos adicionales para modelar posibles modificaciones postraduccionales de los
extremos C y N terminales de la proteina.

[00486] Los péptidos biotinilados se unieron a pocillos separados de una placa
ELISA recubierta con estreptavidina. La placa se bloqued y se trat6 con 3D6 murino,
seguido de incubacién con un anticuerpo anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano

picante. Después de un lavado minucioso, se aplicé OPD a la placay se dejé desarrollar.



10

15

20

25

30

124 de 201

La placa se leyé a una absorbancia de 450 nm. La sustraccion de fondo se realiz6 con
valores de absorbancia de pocillos que no contenian anticuerpos primarios, y se
establecio un umbral para la union positiva a 0.2 unidades de absorbancia. Se detect6
unién positiva para los residuos de aminoacidos de expansion peptidica 199-213 ( de
SEQ ID NO: 3) y los residuos de aminoacidos 262-276 (de SEQ ID NO: 3). Usando la
numeracion de la proteina tau humana 4R2N de longitud total (441 aminoé&cidos), estos
péptidos corresponden a los residuos de aminoacidos 257-271 (de SEQ ID NO: 1) y 320-
334 (de SEQ ID NO: 1) (Figura 1).

[00487] Ejemplo 3. Disefio de anticuerpos 3D6 humanizados

[00488] El punto de partida o anticuerpo donante para la humanizacion fue el
anticuerpo 3D6 de raton. La secuencia de aminoacidos variables de cadena pesada de
m3D6 maduro se proporciona como SEQ ID NO: 7. La secuencia de aminoacidos
variable de cadena ligera de m3D6 maduro se proporciona como SEQ ID NO: 11. Las
secuencias de aminoacidos de cadena pesada del Compuesto de Kabat/Chothia CDR1,
CDR2 y CDRS3 se proporcionan como SEQ ID NOs: 8-10, respectivamente. Las
secuencias de aminoacidos de cadena ligera de Kabat CDR1, CDR2 y CDRS3 se
proporcionan como SEQ ID NOs 12-14 respectivamente. La numeracion de Kabat se
utiliza en todas partes.

[00489] La variable kappa (Vk) de 3D6 pertenece al subgrupo 2 de Kabat del ratén
gue corresponde al subgrupo 2 de Kabat humano y la variable pesada (Vh) al subgrupo
2c de Kabat del raton que corresponde al subgrupo 1 de Kabat humano [Kabat E.A., et
al., (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién. Publicacion
de NIH No. 91-3242]. El residuo 16 de Chothia CDR-L1 pertenece a la clase canodnica 4,
el residuo 7 de Chothia CDR-L2 a la clase 1, el residuo 9 de Chothia CDR-L3 a la clase
1 en Vk [Martin A.C, y Thornton J.M. (1996) J. Mol. Biol. 263:800-15. [Martin & Thornton,
1996]. El residuo 10 de Chothia CDR-H1 pertenece a la clase 1, el residuo 17 de Chothia
CDR-H2 a la clase 2 [Martin & Thornton, 1996]]. CDR-H3 no tiene clases candnicas. Se
realizd una busqueda sobre las secuencias de proteinas en la base de datos PDB
[Deshpande N, et al., (2005) Nucleic Acids Res. 33: D233-7.] para encontrar estructuras
gue proporcionarian un moedlo estructural aproximado de 3D6. Para crear un modelo de

Fv de 3D6, se utilizé una estructura de anti-piroglutamato murino-anticuerpo Abeta Fab
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c#24 (codigo pdb 5MYX( [Piechotta, A. et., al., 2017, J Biol. Chem. 292:12713-12724]

con una resolucion de 1.4 A. Retuvo la misma estructura canoénica para los bucles que
3D6.

[00490] Los marcos de 3D6 VH comparten un alto grado de similitud de secuencia
con las regiones correspondientes de 48G7 Fab PDB humanizado:2RCS, disefiado por
Wedemayer, G. J., etal. (1997; Science 276: 1665-1669). Los dominios variables de 3D6
y 48G7 fab también comparten longitudes idénticas para los bucles de CDR-H1, H2. De
manera similar, los marcos de 3D6 VL comparten un alto grado de similitud de secuencia
con las regiones correspondientes del anticuerpo humano ARX71335 VL, clonado por
Dafferner, A. J., et al. (2017; Envio directo). El dominio variable ligero del anticuerpo 3D6
y ARX71335 también comparte longitudes idénticas para los bucles CDR-L1, L2 y L3.
Por consiguiente, las regiones marco de 48G7 VH (2RCS-VH) y ARX71335 VL se
eligieron como secuencias aceptoras para las CDR de 3D6. Se construyé un modelo de
las CDR de 3D6 injertados en los respectivos marcos humanos para VH y VL y se utilizo
como guia para posteriores retro-mutaciones.

[00491] Las secuencias de las variantes de cadena pesada y ligera resultantes del
proceso de humanizacion del anticuerpo se alinearon ain mas con las secuencias de la
linea germinal humana utilizando la herramienta IMGT Domain GapAlign para evaluar la
humanidad de la cadena pesada y ligera segun se describe en las directrices del comité
INN de la OMS. (WHO-INN: International nonproprietary names (INN) for biological and
biotechnological substances (a review) (Internet) 2014. Disponible en: http:
IlIwww.Who.int/medicines/services/inn/BioRev2014.pdf). Los residuos fueron cambiados
para alinearse con la secuencia de la linea germinal humana correspondiente, donde sea
posible, para mejorar la humanidad y para reducir la inmunogenicidad potencial. Para las
variantes humanizadas de VLvb2 y VLvb3, se introdujeron mutaciones para hacer las
secuencias mas similares al gen de la linea germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ ID NO:
27) Para las variantes humanizadas de VHvb2, VHvb3, VHvb4, VHVD5, VHVD6 y VHVD6,
se introdujeron mutaciones para hacer las secuencias mas similares al gen de la linea
germinal humana IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25).

[00492] Las versiones de hu3D6-VH y hu3D6-VL se diseflaron para permitir la

evaluacion de varios residuos de marco por sus contribuciones a la unién de antigenos,
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termoestabilidad e inmunogenicidad, y para la optimizacion de glicosilacién, agregacion,
heterogeneidad de N-termninal, termoestabilidad, parches cargados expuestos en la
superficie, parches de carga expuestos en la superficie, desaminacion y susceptibilidad

a las proteinasas. Las posiciones consideradas para la mutacion incluyen aquellas que

- definen las conformaciones de CDR candnicas (resumidas en Martin, A.C.R.
(2010) Protein sequence and structure analysis of antibody variable domains. En:
Kontermann R y Diubel S (eds). Antibody Engineering. Heidelberg, Alemania: Springer
International Publishing AG.)

- estan dentro de la zona de Vernier (Foote Jy Winter G. (1992) Antibody framework
residues affecting the conformation of the hypervariable loops. J Mol Biol. 224(2):487-
99.),

- localizar en la interfaz del dominio VH/VL (resumido en Léger OJP y Saldanha J.
(2000) Preparation of recombinant antibodies from immune rodent spleens and the
design of their humanisation by CDR grafting. En: Shepherd P y Dean C (eds).
Monoclonal Antibodies: a Practical Approach. Oxford, UK: Oxford University Press.),

- son susceptibles a modificaciones postraduccionales, como glicosilacién o
piroglutaminacion,

- estan ocupadas por residuos que se prevé que choquen con los CDR, segun el
modelo de CDR de 3D6 injertados en los marcos VHy VL, o

- estdn ocupadas por residuos que son raros entre los anticuerpos humanos
secuenciados, donde el residuo 3D6 de raton parental o algun otro residuo es mucho
mas frecuente dentro del repertorio de anticuerpos humanos.

[00493] Se muestran alineaciones del 3D6 murino y varios anticuerpos
humanizados para las regiones variables de cadena ligera (Tabla 4 y Figura 3) y regiones
variables de cadena pesada (Tabla 3 y Figura 2).

[00494] Se construyeron 7 variantes de la regién variable de cadena pesada
humanizada y 3 variantes de la region variable de cadena ligera humanizada que
contenian diferentes permutaciones de sustituciones: hu3D6VHvb1l, hu3D6VHvb2,
hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4, hu3D6Hvb5, hu3D6VHvVb6 0 hu3D6Hvb7 (SEQ ID NOs: 76-
80 y 90-91, respectivamente); y hu3D6VLvb1, hu3D6VLvb2 o hu3D6VLvb3 (SEQ ID
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NOs: 83-85, respectivamente) (Tablas 3 y 4). Los disefios de VK y Vh humanizados

ejemplares, con retro-mutaciones y otras mutaciones basadas en marcos humanos
seleccionados, se muestran en las Tablas 3 y 4, respectivamente. Las areas en negrita
en las Tablas 3 y 4 indican los CDR definidos por el Compuesto de Kabat/Chothia. SEQ
ID NO: 76-80 y SEQ ID NO: 90-91 contienen retro-mutaciones y otras mutaciones como
se muestra en la Tabla 5. Los aminoacidos en posiciones en hu3D6VHvb1,
hu3D6VHvb2, hu3aD6VHvb3, hu3D6VHvb4, hu3D6VHVDb5, hu3D6VHvVb6 y hu3D6VHVb7
se enumeran en la Tabla 6. Los aminoacidos en las posiciones hu3D6VLvbl,
hu3D6VLvb2 y hu3D6VLvb3 se enumeran en la Tabla 7.
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Tabla 3.

[00495]

(LEON Q1 DIS) L9AHA BOENH

(060N QI DIS) 99AHA SOENH

(D8:0ON Q1 D3S) SAAHA 9ENH

(BLON QI DIS) FOMHA SOENH

(22:0N QI D3S) EAAHA SOENH

(LL:0N Q1 D3S) ZAAHA 90ENH

(9£0N Q1 D3S) LAAHA SOENH

(GL£0N Al DAS) AMSNY HA-SOHE

(GZ:0N QI D3S) LOE-BS LAHDI #LDWI

(L:ON QI D3S) ugled ap 0L 2P HA

HO2 044

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

‘O |ESUM onpisay

10

11

12

13

14

16

17

18

19

20

21

"‘ON leqE’ 2p onpisay

10

11

12

13

14

16

17

18

19

20

21
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(LE'OMN QI D3S) 29AHA SOENH

(060N Q1 ©3S) S9AHA SAENH

(080N a1 D3S) SAAHA 80ENH

(BL0ON Q1 DAS) FArHA SOENH

(840N Al DIS) E9AHA GOENH

(£LL:0N QI D3IS) 2AAHA S0ENH

(8L:0N 4l D3S) LAHA 9OENH

(SL0N QI DIS) WU HA-SOME

(GZ:0N QI DIS) L0269 LAHSI LS

(L:0N Q1 D3S) ugley ap 9aEe ap HA

G

F

N

K

D

Y

Y

L

H

HO2 0 44

Fr1

Fr1

Fr1

Fr1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

Frz

Frz

Frz

Frz

Frz

‘ON [e2U] ONpisay

22

23

24

26

27

28

29

30

H

32

33

34

35

36

ar

38

35

40

‘OM 1BqEH =P ONpisay

22

23

24

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

354

358

36

ar

38

39

40
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(L6:ON Q1 D3S) L9AHA 8AENH

(060N QI DIS) sgaHA 80ENH

(08:0ON Q1 D3S) S9AHA 8AENH

(610N QI DIS) FAHA SOSNH

(80N Al D3IS) S9AHA SOENH

(LL:ON Q1 D3S) Z9AHA 80ENH

(8L:0N 4l D3S) LWAHA SOENH

(50N QI DIS) WU HA-SOME

[GZ:0N QI D3IS) L0269 LAHSI & L5

(£:0ON Q1 DIS) ugley ap 9ae ap HA

W

D

P

E

N

G

D

T

v

H02 0 44

Frz

Frz

Frz

Frz

Frz

Frz

Frz

Frz

Frz

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

‘ON [e3UT] Onpisay

41

42

43

44

48

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

‘OM 1BQEY ap onplisay

41

42

43

44

48

47

48

49

50

51

52

52A

528

52C

53

54

55

56

57

58
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(LE:ON Q1 D3S) LanHA 8OENH

(060N Q1 DIS) sgaHN S0ENH

v

(09:0ON Q1 D3S) S9AHA STENH

(620N QI DIS) #OAHA SOENH

(820N Q1 D3S) £9AHA SAENH

(LL0ON Q1 D3S) ZaAHA SOENH

(820N Q1 D3S) AHA BOENH

(G0N QI DIAS) WD HA-SOHE

(GZ:0N Q1 D3AS) L0LZ-B9 LAHDI L5

(L:ON QI D3S) ugley ap 9aE ap HA

Y

D

P

K

F

a

G

H02 0 Hd

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

CDR-H2

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

‘ON [e=U] onpisay

60

61

G2

63

G4

65

66

67

68

69

70

71

T2

T3

74

76

77

T8

79

a0

‘ON JEQEY 20 ONpisay

59

60

61

62

63

G4

65

66

67

68

69

70

1

72

T3

T4

76

77

T8

79
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(LE:OM Q1 D3S) L98HA SOENH

(06:0M Q1 DIS) 8gaHA SOENH

(08:0ON Q1 D3S) S9AHA STENH

(BLON Q DIS) FOAMHA SOENH

(820N Q1 D3S) £9AHA SAENH

(LLON 31 D3S) Z9AHA 9TENH

(8L°0N Q1 ©3IS) LGAHA STENH

(50N Q1 DIS) WU HA-SOME

(GZ0ON Q1 D3AS) LOLZ-69 LAHDI #1501

(L:ON Q1 D3S) ugiey ap 9ag ap HA

L

HOD 044

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

‘ON |E8UT onpIsay

a1

a2

a3

84

a5

a7

a8

a9

a0

91

92

93

o4

95

a7

a8

99

ON JEQEY 2R ONpisay

80

81

a2

824

828

g2c

a3

84

a6

ar

a8

89

a0

91

92

93

04

95

06

a7
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(LE:ON Q1 D3S) LanHA 8OENH

(060N Q1 DIS) sgaHN S0ENH

(09:0ON Q1 D3S) S9AHA STENH

(620N QI DIS) #OAHA SOENH

W

(820N Q1 D3S) £9AHA SAENH

(LL0ON Q1 D3S) ZaAHA SOENH

(820N Q1 D3S) AHA BOENH

W

(G0N QI DIAS) WD HA-SOHE

W

(GZ:0N Q1 D3AS) L0LZ-B9 LAHDI L5

W

(L:ON QI D3S) ugley ap 9aE ap HA

D

F

H02 0 Hd

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

CDR-H3

Frd

Frd

Frd

Frd

Frd

‘ON [e=U] onpisay

100

101

102

103

104

105

106

‘ON JEQEY 20 ONpisay

98

99

100

100A

100B

100C

100D

100E

100F

100G

100H

1001

100

100K

101

102

103

104

105

106

107




134 de 201

(LEON Q1 D3S) L9AHA 8OENH

(060N QI DAS) 99AHA 90ENH

v

v

(08:0ON QI D3S) S9AHA BOENH

(6L0MN Q1 DIS) FAMMHA 90ENH

(820N A1 D3IS) £9AHA SAENH

(LLON Q1 D3S) Z9AHA BOENH

(80N QI D3S) KGAHA BOENH

(50N O DIE) WU HA-SDME

(SZON QI DIS) L0LZ-65 LAHSI #LS

(Z:0N QI D3S) ugley ap 8a< ap HA

HOD 0 HS

Frd

Frd

Frd

Frd

Frd

Frd

‘ON |B=2UT onpisay

107

108

108

110

111

112

‘ON JBEQEY 80 Onplisay

108

109

110

11

112

113
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Tabla 4

(58:0N Q1 D3S) CANTATENH

(¥8:ON Q1 D3S) ZANTATAENH

(E2:ON a1 D3S) LAATASQENH

(LZ:0ON
al ©3s) Z0.0E-ZAMD IELOWI

_Nm_ﬂwz al
D3S) WWISNY JA-GECLIXMY

(LL:ON
dl ©3E) uorey ap aac =p A

[00496]

400 © d4d

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fr1

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

Fri

"‘ON |eaulT onplsay

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

ON 1eqQEY ap onpisay

10

1

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23
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(58:0N QI ©3S) £9ATA9AENH

W

(+8'0ON Q1 D38) ZAATASAENH

(£8:ON QI ©3S) LGATASAENH

W

(LZ:0ON
al B3s) Z0.0E-ZAHDIHLOWI

(zg:ON QI
D3S) ¥MANY TA-SECLLXMEY

(LL:ON
al DI s) ugley ap sae ap A

S

S

L

S

T

dao o 4

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

CDR-L1

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

"ON |e=au] onplsay

24

25

26

27

28

29

30

K3

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

"ON jeqel ap onpisay

24

25

26

27

2TA

27B

27C

27D

2TE

2TF

28

29

30

H

32

33

34

35

36

a7

38

39

40

4
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(58:0N Q1 D3S) £gAIA90ENH

(v8'0N QI D3S) ZANTNITENH

(£8:0N Q1 D3S) LAAIAGQENH

(LZ:ON
adl D3s) Z0.0E-ZAHDIZLOWI

(ze:'oN QI
D3S) WMISNY TA-GECLIX MY

(LL:ON
al o3I s) ugrey ap 9aE 2P A

d0dD © Hd

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

Fr2

CDR-L2

CDR-L2

CDR-L2

CDR-L2

CDR-L2

CDR-L2

CDR-L2

Fra

Fra

Fra

Fra

Fra

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

"ON |Eesu] onplsay

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

"ON 1eQey ap onplsay

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65
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(58°0N QI D3 S) £9ATAITENH

(¥8:0ON QI D3 8) ZAATASAENH

(£8:0N QI D3 S) LAATASAENH

(LZ:ON
al ©3s) Z0.0E-ZAHDIELOWI

(zz:0Nal
D3S) WMINY TASEELIXNHY

(LL:ON
al D3 s) ugley ap 9aE P A

d0dd o 4

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fra

Fra

Fra

Fra

Fra

Fra

Fra

Fra

Fra

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

Fr3

CDR-L3

‘ON |E2ul] onp|say

71

72

73

T4

75

76

77

78

79

a0

1

82

83

84

85

=i

a7

88

a9

a0

a1

92

93

94

"ON jeqey ap onpisay

66

67

68

6o

70

71

72

T3

74

75

76

77

7a

79

80

81

82

83

84

a5

86

a7

a8

g9
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(58:0N QI D3IS) £QATASQENH

(¥8:0N QI DIS) ZAATAIAENH

(£8:0N QI DIS) LAATASQENH

(LZ:ON
adl B3s) Z0.0E-ZAMDIELOWI

(z8:ON I
D3S) AMIANY AGECLLXHY

(LL:ON
al D3 s) ugley ap 9dE ap A

T

HOD 0 ¥4

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

CDR-L3

Frd

Frd

Fra

Fr4

Frd

Frd

Frd

Frd

Fr4

Fr4

"ON |esu] onplsay

95

96

a7

98

99

100

101

102

103

104

105

107

108

109

110

111

112

"ON 1EQEY 8p Onpisay

a0

91

92

a3

94

a5

954

95B

95C

95D

95E

95F
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[00497]
3D6 Humanizado

Tabla 5. Retro-mutaciones de Vy, V. y Otras Mutaciones para

Vu 0 VL Variante

Vu 0 Vo Secuencia Aceptora de Exdn

Cambios de Residuos del Marco
Aceptor (o CDR) (con base en los
CDRs del Compuesto de
Kabat/Chothia)

PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID

g‘g‘éﬁ’gﬁ;ﬂ‘;’ﬁﬂm NO-T5) Ha1, H93, Ho4
: IMGT# IGHV1-69-2°01 (SEQ ID NO:25)
I PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID H1. HS. H11, H20, 123, K38, Ha2, H43,
e D MO NOT5) HE6, HE7, H75, H76, HB1, HO1, HO3,
IMGT# IGHV1-60-2°01 (SEQ ID NO:25) | HO4
, PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID H1, H5, H11, H17, H20, H23, H38, H42,
(SIELJ&EI)EE’MNHSE:%J NOT5) H43, H58. HE6, H67, H75, H76, HEO,
: IMGT# IGHV1-69-2°01 (SEQ ID NO:25) | H81, H83. H93 Ho4. H108, H100
, PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID H1, H5, H11, H17, H20, H23, H28, H38,
(gé‘éﬁ’g‘*NHgﬁ,"'g] NOT5) H42, H43 H58, H66, HE7, HT5, HTS,
: IMGT# IGHV1-69-2°01 (SEQ ID NO:25) | H80, H81 H83. HO3, HO4, H108, H109
H1, H5, H11, H17, H20, H23, H28, H3s,
Hu3DEVHVDS FDE 'DERCSI\TS{;‘;FW“ (SEQID H42 H43, H54 HE6, H58, HEB, HE7.
(SEQ ID NO:60) : HT5. H76, H80, H81 HB3, H93, Ho4,

IMGT# IGHY1-69-2*01 (SEQ ID NO:25)

H108, H109

Hu3D& VHvbE (SEQ ID
NC:90)

PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID
NOTS)
IMGT# IGHY1-69-2*01 (SEQ ID NO:25)

H1, HS, H11, H17, H20, H23, H28, H38,
H42, H43, H54, H56, HEE, HET, HT S,
H76, H80, H81, H83, HO91, H93, H94,
H108, H109

Hu3D& VHvbY (SEQ ID

PDB ID 2RCS-VH_huFrwk (SEQ ID
NO:T5)

H1, HS, H11, H17, H20, H23, H28, H38,
H42, H43, H54, H56, HEE, HET, HT S,

NO:91) IMGT# IGHV1-69-201 (SEQID NO:25) | F75. H80. HAT, HA3, Ha3, 134, HI0E,
, PDB ID ARX71335-VL_huFrwk (SEQ ID
(SHE”Q?'EJ@\”NLSF}BE] NO-82): IMGT#IGKV2-30*02 (SEQ ID
' NO:27)
, PDB ID ARX71335-VL_huFrwk (SEQ ID
'||.I —
Hu3DaVLVD2 NO:82); IMGT#IGKV2-30*02 (SEQID | L7, L10, L15, L83, L86, L106
(SEQ ID NO:84) _
NO:27)
Hu3D6VLVb3 Pﬁg_'anzﬁ‘ﬁé}i?&ﬁﬂ%’fﬁ%%ﬁf L7, L10, L15, L17, L 24, L37, L45, L83,
(SEQ ID NO:85) 82); L86, L100, L106

NO:2T)
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[00498] Tabla 6: Numeracion de Kabat de los Residuos del Marco (o
CDR) (con base en los CDR del Compuesto de Kabat/Chothia) para Retro-

Mutaciones y Otras Mutaciones en Cadenas Pesadas de Anticuerpos

Humanizados 3D6

(L6:ON QI D3S) LAAHA 9QENH

(06:ON QI D3S) 99AHA 9QENH

(08:ON QI ©3S) SAAHA 90ENH

(6£:0N QI ©3S) FAMAHA 9QENH

(82:ON QI ©3S) £GAHA 90ENH

(£2:0N QI ©3S) ZaAHA 90ENH

(92:0N QI ©3S) LGAHA 90ENH

[/

(£:ON QI B3 S) ugley ap 9ac

Lil

(5Z:ON QI D3S) 10.Z-69
“LAHDI #LOWI(epesad euape])

(§2:0N QI ©3S) WNIANY HA-SOHE

T
L

onpisey

H1

H11
H17
H20
H23
H28
H32
H42
H43
H54

HE58
HE6

HB7
H75

H76
HE80
HE1

HE3
HS1

H93
H94

H108
H109
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[00499] Tabla 7: Numeracién de Kabat de los Residuos del Marco (con
base en los CDR del Compuesto de Kabat/Chothia) para Retro-Mutaciones y
Otras Mutaciones en Cadenas Ligeras de Anticuerpos Humanizados 3D6

Residuo

(SEQ ID NO:27)
3D6 de Raton (SEQ ID NO:11)

HulD6VLvb2 (SEQ ID NO:84)
Hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO:85)

(Cadena Ligera) INGT#IGKV2-30%02
Hu3D6VLvbl (SEQ ID NO:83)

ARX71335-VL huFrwk (SEQ ID NO:82)

L7

L10

L15

L17

L24

L37

L45

L83

L.86

L100

E {l [ I (|7 [ [ WD = 3
(o] [ Eafll==] @] ==] (o] lan 173 |7
= {IC = I (17 I 7 KO = 3 1
E {3 [ |2 (7 | A O = 1 1
el 1 o ool [l 1] @) Tl 1721 (72
] o] [ Eatliz=] i@ i==] lea ) Tunl 1723 [

L106

[00500] Las posiciones en las que los residuos canonicos, de vernier o de
interfaz difieren entre las secuencias aceptoras de raton y humanas son
candidatas para sustitucién. Los ejemplos de residuos canonicos/CDR que
interacttan incluyen los residuos H54 y H94 de Kabat en la Tabla 3. Los ejemplos
de residuos de vernier incluyen los residuos H28, H67, H93 y H94 de Kabat en la
Tabla 3. Los ejemplos de residuos de interfaz/empaquetamiento (VH + VL)

incluyen residuos H91 y H93 de Kabat en la Tabla 3.
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[00501] Los fundamentos para la seleccion de las posiciones indicadas en la
Tabla 3 en la region variable de cadena pesada como candidatos para la
sustitucion son los siguientes.
[00502] Regiones variables de cadena pesada
[00503] hu3D6VHvbl
- consiste en los bucles CDR-H1, H2 y H3 de 3D6-VH injertados en el marco de
48G7-VH (RCS-VH), con retro-mutaciones en las posiciones H91 (Y91F), H93 (A93S) y
H94 (S94T) .
[00504] hu3D6VHvb2
- revierte todas las sustituciones de marco en posiciones que son clave para definir
las clases candnicas de Chothia, son parte de la zona de vernier, o se localizan en la
interfaz de dominio VH/VL o contribuyen a la estabilidad estructural. 3D6-VH_vb2
incorpora retro-mutaciones o sustituciones Q1E, Q5V, L11V, L20I, T23K, K38R, E42G,
Q43K, K66R, S75T, N76D, Q81E, Y91F, A93S, S94T T108L, y L109V, para permitir la
evaluacion de las contribuciones de estas posiciones a la afinidad de unién a antigeno e
inmunogenicidad.
[00505] hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4, hu3D6VHvb5, hu3D6VHvVb6 vy
hu3D6VHvb7
consiste en sustituciones adicionales y se afiaden a la estabilidad del anticuerpo y/o
para la optimizacion de la glicosilacion, agregacion, heterogeneidad del N-terminal,
termoestabilidad, parches cargados expuestos en la superficie, parches con carga
expuestos en la superficie, desaminacién y susceptibilidad a proteinasas.
[00506] Q1E: es una mutacién potenciadora de la estabilidad para mitigar el
potencial de formacion de piroglutamato (Liu, supra).
[00507] Q5V: es una mutacién de alineacion de linea germinal basada en la
frecuencia. Val es mas frecuente en secuencias humanas en esta posicion. Val
esta en el gen IMGT No. IGHV1-69-2*01 de la linea germinal humana (SEQ ID
NO: 25) en esta posicion.
[00508] L11V: es una mutaciéon de alineacion de linea germinal. Val esta en
el gen IMGT No. IGHV1-69-2*01 de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 25)

en esta posicion.
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[00509] S17T: es una mutacion de alineacion de la linea germinal. Thr esta
en el gen de la linea germinal humana IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25)
en esta posicion.

[00510] L20I: es una mutacién de alineacion de la linea germinal. lle esta en
el gen de la linea germinal humana IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25)
en esta posicion.

[00511] T23K: es una mutacion de alineacién de la linea germinal basada en
la frecuencia. Lys es mas frecuente en esta posicion. Lys esta en el gen de la linea
germinal humana IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25) en esta posicion.

[00512] N28T: esta es una sustituciéon del residuo CDR-H1 por Thr.

[00513] K38R: es una mutacién inversa basada en frecuencia. Arg es mas
frecuente en esta posicion. Se predice que Arg en esta posicion forma dos enlaces
H con Glu 46 ademas de un enlace H cada uno con Asp86 y Tyr 90 en la cadena
pesada; por lo tanto, la sustitucion de Arg puede mejorar la estabilidad sobre Lys
en esta posicion.

[00514] E42G: es una mutacion de alineacion de linea germinal basada en
la frecuencia. Gly esta en el gen de la linea germinal humana IMGT No. IGHV1-
69-2*01 (SEQ ID NO: 25) en esta posicion. Gly es mas frecuente en esta posicion.
Se predice que la sustitucion de Gly no afectard la estabilidad.

[00515] QA43K: Se predice que la cadena lateral de Lys en esta posicion
forma un enlace H con G42 ademas de que la cadena principal forma enlaces H
con GIn 39 y Arg 40, por lo que la sustitucion de Lys puede mejorar la estabilidad
sobre Q en esta posicion.

[00516] N54D y D56E son sustituciones de residuos de CDR y se predice
gue son posiciones sin contacto con el antigeno segun el modelo de homologia.
Se prevé que las sustituciones de N54D y D56E estabilicen la estructura del
anticuerpo.

[00517]  V58I: es una sustitucion de un residuo CDR-H2. El gen de la linea
germinal IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25) tiene lle en esta posicion. Se

predice que este residuo no entrara en contacto con el antigeno.
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[00518] K66R: Se predice que Arg en esta posicion forma enlaces H con Ser
82ay Thr 83 ademas de formar enlaces H y puentes salinos con Asp 86.

[00519] A67V: es una sustitucion de un residuo de la zona Vernier. El gen de
la linea germinal IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25) tiene Val en esta
posicion.

[00520] S75T: Se predice que Ser en esta posicion forma un enlace H con
Asp 72 y Tyr 76. Se predice que Thr en esta posiciobn también hace estos
contactos, pero siendo residuo expuesto en la superficie, Thr puede mejorar la
estabilidad del anticuerpo.

[00521] N76D: Asp es una mutacidén de alineacion de linea germinal. Asp
esta en el gen de la linea germinal humana IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID
NO: 25) en esta posicion.

[00522] L80OM: Met es una mutaciéon de alineacion de la linea germinal. Met
esta en el gen de la linea germinal humana IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID
NO: 25) en esta posicion.

[00523] QB8L1E: se predice que Glu forma un enlace H mas un puente salino
con K19 por tanto, Glu en esta posicién hace mejorar la estabilidad del anticuerpo.

[00524] T83R para mejorar la termoestabilidad y para aumentar la
humanidad. Arg es una mutacién de alineacién de la linea germinal. Arg esta en
el gen de la linea germinal humana IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO: 25)
en esta posicion. Arg es mas frecuente en esta posicion.

[00525]  F91Y: es una mutacion de un residuo de interfaz y es una mutacion
inversa basada en frecuencia. Tyr esta tipicamente en esta posicién y puede
mejorar la estabilidad del anticuerpo.

[00526]  A93S: es una retro-mutacion de una zona de Vernier y un residuo de
zona de interfaz.

[00527] S94T: es una retro-mutacion de un residuo estructural candnico
definido por Chothia y un residuo de vernier.

[00528] T108L: Leu es una mutacion de alineacion de la linea germinal. Leu
esta en el gen de la linea germinal humana IMGT No. IGHV1-69-2*01 (SEQ ID
NO: 25) en esta posicion. Se predice que Leu en esta posicion hard que el



10

15

20

25

146 de 201

anticuerpo sea menos inmunogénico y no tenga ningun impacto sobre la
estabilidad del anticuerpo.

[00529] L109V: es una mutacion basada en frecuencia. Val es mas frecuente
en esta posicion.

[00530] La justificacion para la seleccion de las posiciones indicadas en la
Tabla 4 en la regién variable de cadena ligera como candidatos para la sustitucion
son los siguientes.

[00531] Regiones variables de cadena ligera kappa

[00532] hu3D6VLvbl

- consiste en los bucles CDR-L1, L2 y L3 de 3D6-VL injertados en el marco de
ARX71335 VL.

[00533] hu3D6VLvb2 y hu3D6VLvb3

- revierte todas las sustituciones marco en posiciones que son clave para definir las
clases candnicas de Chothia, son parte de la zona Vernier o se ubican en la interfaz de
dominio VH/VL. Hu3D6-VLvb2 y Hu3D6-VLvb3 también incluyen sustituciones que
contribuyen a la estabilidad estructural; hu3D6-VL_vb2 incorpora las retro-mutaciones
T7S, 115L, L83V, H86Y y L106I, para permitir la evaluacion de las contribuciones de estas
posiciones a la afinidad de unién al antigeno e inmunogenicidad.

Hu3D6-VL_vb3 todas las sustituciones mencionadas para vb2 junto con cambios
adicionales en Q17E, K24R, L37Q, K45R y L106I

[00534] T7S: es una mutacion de alineacion de la linea germinal. Ser esta en
el gen de la linea germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) en esta
posicion.

[00535] T10S: es una mutacion de alineacion de linea germinal basada en la
frecuencia. Ser es frecuente en esta posicion. Ser esta en el gen de la linea
germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) en esta posicion.

[00536] I15L: es una mutacion de alineacién de la linea germinal. Leu esta
en el gen de la linea germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) en esta

posicion.
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[00537] QI17E: Se predice que Glu en esta posicién forma un enlace H con
T14 y un puente salino con Lys 107, ambos residuos de cadena ligera, y que
mejora la estabilidad del anticuerpo.

[00538] K24R: es una mutacion de un residuo de CDR. Se predice que tanto
Lys como Arg forman enlaces H y puentes salinos con Asp 70 en la cadena ligera.
Se predice que Arg se adapta mejor a la conformaciéon. Arg también es una
mutacion de alineacion de la linea germinal. Arg esta en el gen de la linea germinal
humana IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) en esta posicion.

[00539] L37Q: se predice que es un residuo profundamente enterrado, no se
predice que Leu interaccione con los residuos circundantes, mientras que se
predice que GIn forma enlaces H con Q38 y Asp 82 en la cadena ligera. Gin
también es una mutacion de alineacion de la linea germinal. Gln esta en el gen de
la linea germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) en esta posicion.

[00540] K45R: aunque se predice que Lys forma enlaces H con S56 y Gly
57; la interaccion prevista de Arg con los residuos circundantes es mucho mas
extensa, ya que se preve que forme puentes salinos con D55, enlace H con Arg46
y enlaces dobles H con S56. Arg también es una mutacién de alineacion de la
linea germinal. Arg esta en el gen de la linea germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ
ID NO: 27) en esta posicion.

[00541] L83V: esta es una mutacion basada en la frecuencia de un residuo
gue se predice que estara expuesto en la superficie. Val también es una mutacién
de alineacion de la linea germinal. Val esté en el gen de la linea germinal humana
IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) en esta posicion.

[00542] H86Y: 3D6 VL Murino tiene Tyr en esta posicion. Tyr también es el
residuo mas frecuente en esta posicion.

[00543] A100Q: Ala es raro en esta posicion. Se predice que Ala sea un
residuo expuesto a la superficie y no se predice que interaccione con los residuos
circundantes. GIn es mas frecuente en esta posicion. y también es una mutacion
de alineacion de la linea germinal. GIn esta en el gen de la linea germinal humana
IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) en esta posicion. Se predice que GIn forma un

enlace H con la intracadena estabilizante de Ser 7.
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[00544]  L106l: es una mutacion de alineacion de linea germinal basada en
frecuencia. lle es mas frecuente en esta posicion. lle esta en el gen de la linea
germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ ID NO: 27) en esta posicion.

[00545]  Los disefios basados en estos marcos humanos fueron:

Regiones variables de cadena pesada
>hu3D6VHvb1 (SEQ ID NO:76)
QVOQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDYYLHWVKQRPEQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTTLTVSS
>hu3D6VHvb2 (SEQ ID NO:77)
EVOLVQSGAEVVKPGASVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLELSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
>hu3D6VHVb3 (SEQ ID NO:78)
EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPENG
DTIYDPKFQGRATITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
hu3D6VHvb4 (SEQ ID NO:79)
EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPENG
DTIYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
>hu3D6VHvVb5 (SEQ ID NO:80)
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPEDG
ETIYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
>hu3D6VHVb6 (SEQ ID NO:90)
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPEDG
ETVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
>hu3D6VHvVb7 (SEQ ID NO:91)
EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPEDG
ETVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
Regiones variables de cadena ligera kappa
hu3D6VLvb1l (SEQ ID NO:83)
DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSK
LDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVHYCWQGTHFPYTFGAGTKLELKR
>hu3D6VLvb2 (SEQ ID NO:84)
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DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVS

KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGAGTKLEIK
>hu3D6VLvb3 (SEQ ID NO:85)
DVVMTQSPLSLSVTLGEPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVS

KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK

[00546] Las secuencias humanizadas se generan utilizando un protocolo de
PCR de dos etapas que permite la introduccién de mdultiples mutaciones,
deleciones e inserciones utilizando la mutagénesis dirigida al sitio de QuikChange
[Wang, W. y Malcolm, B.A. (1999) BioTechniques 26: 680-682).

[00547] Ejemplo 4. Anticuerpos monoclonales de raton se unen a tau en
ensayos ELISA

[00548] Meétodos: ELISA indirecto: se recubrieron placas de poliestireno de
96 pocillos con anticuerpos de captura anti-6xHis (Figura 4A) o anti-tau policlonal
(Dako # A0024, Figura 4B) suspendidas en 1xPBS durante 2 horas a temperatura
ambiente o0 16 horas a 4°C. Se retir6 el recubrimiento y se bloquearon las placas
durante 1 hora con BSA al 1% en 1xPBS, seguido de incubacién con tau
recombinante humana, ya sea con (Figura 5A) o sin (Figura 4B) una etiqueta de
polihistidina en el extremo N de la proteina. Después del lavado, las placas se
incubaron con los anticuerpos indicados, se lavaron y se incubaron con anticuerpo
secundario de cabra anti-raton conjugado con HRP. Las placas se desarrollaron
con TMB, y Ass0 se midié con un lector de placas.

[00549] Intercalado de ELISA: se recubrieron placas de poliestireno de 96
pocillos con anticuerpos anti-raton en 1xPBS durante 2 horas a temperatura
ambiente o0 16 horas a 4°C. Se retir6 el recubrimiento y se bloquearon las placas
durante 1 hora con BSA al 1% en 1xPBS. A continuacion, la placa se incub6 con
los anticuerpos indicados en concentraciones idénticas, se diluyd en BSA al 0.1%
en 1xPBS. Las placas se trataron sucesivamente con tau humana, anti-tau de
conejo policlonal (Dako # A0024) y anticuerpo anti-conejo de cabra conjugado con
HRP, todos diluidos en BSA al 0.1% en PBS con lavados que se producen entre
cada etapa. Se afadié estreptavidina-HRP, se desarrollaron placas con TMB y se

midié A4so con un lector de placas. Ver la Figura 4C.
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[00550] Resultados: Un panel de hibridoma - anticuerpos producidos se
ensayaron para la union a tau a través de un numero de diferentes formatos de
ELISA. La deteccion de tau se confirmo utilizando un formato indirecto, utilizando
proteina tau inmovilizada por su etiqueta de polihistidina fusionada en el extremo
N (Figura 4A). También se confirmd la unién a la proteina nativa sin etiquetar
(Figura 4B). Para evaluar la afinidad de la solucién de los diversos anticuerpos, se
utilizé un formato ELISA tipo intercalado en el que se utilizaron anticuerpos de
hibridoma analizados como reactivos de captura (Figura 4C).

[00551] Ejemplo 5. Afinidad de anticuerpos monoclonales de ratén a tau

[00552] Métodos: El analisis de SPR se realizé con un Biacore T200 para
determinar la cinética de unién de los anticuerpos murinos a la tau humana
recombinante. Para preparar una superficie del sensor, se inmovilizo el anticuerpo
anti-raton (GE Life Sciences) en el chip sensor CM5 a través del acoplamiento de
amina, y se capturo el anticuerpo a un nivel para asegurar la union maxima de 50
RU. Se pasaron varias concentraciones de tau recombinante que oscilaban entre
10 y 0.14 nM sobre el ligando capturado a una velocidad de flujo de 50 pl/min en
el tampon de funcionamiento (HBS + 0.05% P-20, 1 mg/ml de BSA), durante 180
segundos de asociacion y Disociacién de 900 seg. Los datos se hicieron doble
referencia tanto a un sensor irrelevante que no contiene un ligando de anticuerpo
como a concentracion de analito O de nM para explicar la disociacion del ligando
del resto de captura. Luego se analizaron los datos utilizando un ajuste global 1:1.

[00553] Resultados: Se seleccionaron mdltiples anticuerpos murinos en
funcion de su desempefio en una bateria de ensayos ELISA, y sus afinidades de
unién se evaluaron mediante SPR. Los anticuerpos se probaron en series
paralelas y se compararon sus tasas de asociacion y disociacion de unién para
seleccionar el aglutinante mas alto para tau humana recombinante. La mayor
afinidad de union se observé con el clon de anticuerpos 3D6. Las afinidades de
unidén se muestran en la Figura 5.

[00554] Ejemplo 6. Los anticuerpos monoclonales de ratén evitan la union
de tau humana a la superficie de células neuronales inmortalizadas

[00555]  Métodos: Inhibicion de la union de Tau a células de neuroblastoma
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B103 con anticuerpos monoclonales anti-Tau

1. Resuspender las células B103 en PBS a 5 x 10° células/ml. Placa de 50 pul de
suspension celular por pocillo en una placa MSD High Bind. Esto da como resultado 25K
células/pocillo. Cubrir la placa y permitir que las células se unan a 37 ° C, 5% de CO,,
durante 2 hrs.

2. Luego de lafijacion de la célula, retire el PBS de los pocillos invirtiendo la placa y
golpeando suavemente para eliminar el exceso de tampdén. Agregue 50 pl de 3% de
Bloqueador A de MSD en PBS u otro tampon de bloqueo adecuado a cada pocillo e
incube la placa a temperatura ambiente durante 1 hora sin agitar.

3. Durante la etapa de bloqueo de la placa, co-incube los anticuerpos Tau y anti-Tau
de la siguiente manera:

a. Comience con un anticuerpo anti-Tau a 2 mg/ml y diluya en serie en PBS, 1:2,
para 7 diluciones adicionales.

b. Diluya Tau a 20 nM en PBS. La concentracion de Tau serd constante en cada
pocillo.

c. Mezcle el anticuerpo Tau y anti-Tau, 1:1, para obtener una concentracion final de
Tau de 10 nM y una concentracion inicial de anti-Tau de 1 mg/ml.

d. Incube la mezcla durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion (600 rpm).

4. Después del bloqueo de la placa, paso 2, elimine el tampon de bloqueo de los
pocillos invirtiendo la placa y golpeando suavemente y lave la placa 2x con PBS con una
pipeta multicanal. Asegurese de que el exceso de tampon se haya eliminado por
completo. Enfriar las células revestidas a 4°C antes de agregar los complejos Tau: anti-
Tau.

5. Agregue 50 pl de complejo enfriado, paso 3, a las células revestidas e incube en
hielo durante 30 minutos.

6. Lave la placa 2x con PBS enfriado como se describié anteriormente.

7. Afada 50pL por pocillo del 16B5.SULFO-TAG para la deteccion de Tau unido a la
superficie celular. Incube durante 30 minutos en hielo.

8. Lave la placa 2x con PBS enfriado de nuevo como se describié anteriormente.

9. Afiada 150uL por pocillo de 1X tampoén de lectura T Sin Tensioactivo (diluido en
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H,0O) y lea inmediatamente en el instrumento MSD SECTOR™ 600. Evite introducir
burbujas al agregar el tampon de lectura.

10. Reporte las sefiales de MSD frente a la concentracion de anti-Tau.

[00556] Los anticuerpos probados fueron anticuerpos anti-tau 3D6, 16G7,
3H9, 4C5 y 5G8, y control de isotipo.

[00557] Resultados:

[00558] La disminucion de la sefial anti-tau de SulfoTag que se produce al
aumentar el anticuerpo de prueba indica un bloqueo funcional de la unién de tau
a las superficies de las células neuronales. No se observo bloqueo con control de
isotipo, 16G7 o 3H9. Se observaron cantidades crecientes de actividad de bloqueo
funcional con 4C5, 5G8 y 3D6. 3D6 demostr6 la actividad de bloqueo mas
profunda de los anticuerpos probados. Vea la Figura 6.

[00559] Ejemplo 7. Actividad de desagregacion

[00560] Métodos: Agregacion de tau recombinante: la tau recombinante
purificada con una etiqueta 6xHis N-terminal se combiné con cantidades
equimolares de heparina de bajo peso molecular en 1xPBS (pH 7,4) y se incubo
a 37°C durante 96 horas en un nutador. La agregacion de la muestra se confirmé
mediante la union a tioflavina T.

Incubacién con anticuerpos: los anticuerpos se incubaron con tau recombinante
agregada en las relaciones molares indicadas, se incubaron a 37°C durante 96 horas sin
rotacién ni nutacién. Al final del experimento, se midi6 la agregacion incubando muestras
con 25 mM Tioflavina T y medicion de la fluorescencia emitida (450/482 ex/em). Las
sefiales se restaron de fondo a muestras de tampon.

[00561] Resultados: Como se muestra en la Figura 7, 3D6 desmonta
preferentemente las fibrillas de tau intactas. Se incubaron relaciones molares
variables de 3D6 (triangulos), control de isotipo (circulos) y 16G7 (cuadrados) con
fibrillas de tau que contenian amiloide durante 96 horas. Al final de este periodo,
se evaluo la extension de la agregacion mediante la union a la tioflavina T. 3D6
disminuye de manera preferencial la sefial de tioflavina T presente en la muestra,
en comparacién con un isotipo Control de anticuerpos, asi como a 16G7, un

anticuerpo anti-tau que se une a una region diferente de tau.
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[00562] Ejemplo 8. Tau de inmunocaptura de 3D6 y 5G8 de tejido de

enfermedad humana.

[00563] Meétodos: Se prepararon fracciones de proteinas solubles en alto
contenido en sal a 1 mg/ml. Para cada inmunoprecipitacion, se utilizaron 200 ug
de muestra. 10 ug del anticuerpo indicado (ya sea un control de isotipo afiadido,
3D6, o anticuerpo anti-tau 5G8) a las preparaciones de muestra con alto contenido
de sal, y se incub6 durante 2 h. Luego se agregaron perlas magnéticas de proteina
G alas mezclas y se incubaron durante una hora mas para capturar los complejos
de anticuerpo/antigeno. Las muestras se lavaron a fondo con 1xPBS vy las perlas
se hirvieron en tampén de muestra reductor/desnaturalizante para liberar las
proteinas capturadas. Las muestras resultantes se resolvieron mediante SDS-
PAGE y la transferencia Western se realizo utilizando un anticuerpo policlonal anti-
tau (Dako, # A0024).

[00564] Resultados: como se muestra en la Figura 8, tau inmunoprecipita
3D6 y 5G8 del tejido de la enfermedad de Alzheimer. Las fracciones solubles en
alto contenido en sal se inmunoprecipitaron con el anticuerpo indicado y se
detectaron con un anticuerpo policlonal anti-tau dirigido hacia una region separada
de la molécula de tau de los sitios de unién para 3D6 y el anticuerpo A de tau A.
3D6 capturd tau de esta fraccion. La entrada (muestra soluble en sal alta) se
muestra a la derecha.

[00565] Ejemplo 9. Inmunorreactividad inmunohistoquimica de 3D6,

[00566] Las cortezas frontotemporales se obtuvieron de pacientes sin
enfermedad neurodegenerativa o con enfermedad de Alzheimer, que se confirmo
después de la evaluacion post mortem. La inmunohistoquimica se realiz6 en
criosecciones montadas en portaobjetos de 10um ligeramente fijadas con
acetona. Todas las etapas de tincion se realizaron con un autostainer Leica BOND
Rx, utilizando consumibles Leica. Cualquiera de murino o de una forma humana
de 3D6 se incubd con cortes de tejido seguido de la adicidon de anticuerpos
secundarios en especies apropiada conjugados con un polimero HRP. Para
prevenir la unién no especifica de inmunoglobulina endégena cuando se usan

anticuerpos humanizados en tejido humano, los anticuerpos se marcaron de



10

15

20

25

30

154 de 201

manera no covalente con un monovalente anti-humano conjugado con biotina.
Fragmento Fab in vitro antes de la incubacion en tejido. Tissue marcada con el
complejo de fragmento Fab de anticuerpo-biotina primario se amplifico
adicionalmente utilizando un sistema de amplificacion biotina avidina (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). La tincién se visualizé con un cromégeno DAB,
que produjo un deposito marrén. El control negativo consistié en realizar todo el
procedimiento inmunohistoquimico en secciones adyacentes con una IgG isotipo
de control de anticuerpos.

[00567] Los anticuerpos analizados fueron CD6 murino, 3D6 quimérico (que
contenia VH y VL del anticuerpo murino con regiones constantes humanas, SEQ
ID NO: 72 de cadena pesada y SEQ ID NO: 73 de cadena ligera), y la variante
humanizada hu3D6VHv5/hu3D6VLv2.

[00568] La tincion realizada con formas murinas, quiméricas y humanizadas
de 3D6 se compard cualitativamente y se evalud la fuerza e intensidad de la
tincion, asi como la localizacion de la inmunorreactividad. La intensidad de la
tincion fue similar para las formas quiméricas y humanizadas de 3D6, y mostro
patrones de localizacion similares en comparacién con la forma murina del
anticuerpo. Se detectd tau en enredos neurofibrilares, fibrillas, hilos neuropilos y
en axones degenerativos. También se detectd notable tincion somal.

[00569] Ejemplo 10. Afinidad de variantes humanizadas hacia tau.

[00570] Métodos: Se recubren placas de poliestireno de 96 pocillos de ELISA
indirecto con tau recombinante humana suspendida en 1xPBS durante 2h a TA o
16h a 4°C. Se retira el revestimiento y las placas se bloquean durante 1h con BSA
al 1% en 1xPBS. Se afaden anticuerpos variantes humanizados a 1 pug/ ml en
BSA al 0.1% en 1xPBS a las placas durante 1 hora seguido de lavado, y se afiaden
anticuerpo antihumano de cabra conjugado con HRP. Las placas se desarrollan
con TMB y la A4s0 Se mide con un lector de placas.

[00571] Intercalado de ELISA: Se recubren placas de poliestireno de 96
pocillos con anticuerpos antihumanos en 1xPBS durante 2 horas a TA o 16 horas
a 4°C. Se retira el revestimiento y las placas se bloquean durante 1 hora con BSA

al 1% en 1xPBS. Se afaden a las placas anticuerpos variantes humanizados a



10

15

20

25

155 de 201

concentraciones variables diluidos en BSA al 0.1% en 1xPBS durante 1 hora
seguido de lavado, y se afiade tau humana recombinante biotinilada diluida en
BSA al 0.1% en 1xPBS. Después del lavado, se afiade Estreptavidina-HRP, se
revelan las placas con TMB y se mide el A450 con un lector de placas.

[00572] El andlisis de SPR se realiza usando un Biacore T200 para
determinar la cinética de union de h3D6-VHv5-L2 a tau humana recombinante.
Para preparar una superficie de sensor, el anticuerpo anti-humano (GE Life
Sciences) se inmoviliza en el chip sensor CM5 mediante acoplamiento de amina,
y el anticuerpo variante humanizado se captura a un nivel para asegurar la union
méxima de 50 RU. Varias concentraciones de tau recombinante que oscilan entre
10 y 0.14 nM se pasan sobre el ligando capturado a una velocidad de flujo de 50
puL/min en tampon de funcionamiento (HBS + P-20 al 0.05%, 1 mg/ml de BSA),
para una asociacion de 180 y 900 disociacion. Los datos tienen doble referencia
tanto a un sensor irrelevante que no contiene ligando de anticuerpo como a una
concentracion de analito 0 nM para explicar la disociacion del ligando del resto de
captura. Luego, los datos se analizan utilizando un ajuste global 1:1.

[00573] Ejemplo 11 Inmunogenicidad de region variable de cadena ligera
de hu3D6VLv2

[00574] Las secuencias de aminoacidos de la region variable de cadena
ligera de hu3D6VLv2 (SEQ ID NO: 21) de se analizaron utilizando la herramienta
de desinmunizacion iedb.org (Dhanda et al, Immunology. 2018 Enero; 153 (1):
118-132). La Tabla 9 muestra los péptidos que pueden seleccionarse para la
desinmunizacion de hu3D6VLv2, es decir, sugiriendo areas en las que podrian
realizarse mas sustituciones para reducir la inmunogenicidad potencial.

[00575] Tabla 9. Resultados del analisis de inmunogenicidad que

identifica péptidos potenciales

Posicion de inicio Posicion de parada Rango percentil Péptido

{lineal) {lineal) medio

1 15 14.845 DVVIMTQSPLSLPYTL
51 B85 16.745 RLIYLVSKLDSGVPD

46 60 18.58 GQSPRELIYLVSKLD

[00576]

Con base en los resultados del analisis que se muestran en la Tabla
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9, se disefiaron variantes de regiones variables de cadena ligera de hu3D6VLv2,
dirigidas a los residuos de aminoacidos en negrita en la Tabla 10. Cada variante
incorpora una de las siguientes sustituciones de aminoacidos, como se muestra
en la Tabla 11.
[00577] Tabla 10. Residuos de aminoacidos en hu3D6VLv2 dirigidos ala

sustitucion.

Residuos dirigidos de la region vanable de cadena ligera de hu3DegVLv2 SEQ ID NO
Criginal
DVVMTQSFLSLPVTLGOPASISCKSSQSLL 21

DSDGKTYLNWLLORPGQSFRRELIYLYVSKLD
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGY
YYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK

[00578] Tabla 11. Sustituciones de aminoacidos en hu3D6VLv2

disefiadas para reducir lainmunogenicidad

Numero | Nomero | Nombre de Variante SEQ ID NO de regidén variable
Lineal de Kabat de cadena ligera resultante
hu3D6VLv2 L54D (también conocido SEQ IDNO:93
159D L54D como L2-DIM21)
159G 154G hu3D6VLv2 L54G (también conocido SEQ ID NO:94
como L2-DIMT)
L59N L54N hu3DEVLv2 L54N SEQ ID NO:95
L59E L54E hu3DEVLv2 L54E SEQ ID NO:96
L556E L50E hu3D6VLv2 LE0OE SEQID NO:97
L59Q L540 hu3DEVLv2 1540 SEQID NO:98
L56D L50D hu3DEVLv2 LE0D SEQID NO:99
L5OK L54K hu3DEVLv2 LE4K SEQID NO:100
L5OR L54R hu3DEVLv2 L54R SEQID NO:101
L5OT L54T hu3D6VLv2 L54T SEQID NO:102
hu3D6EVLv2 L50G (también conocido SEQID NO:103
L55G 150G como L2-DIM22)
153G 148G hu3DEVLv2 148G SEQID NO:104
153D 148D hu3DEVLv2 148D SEQID NO:105
L52G L47G hu3DEVLv2 L4705 SEQID NO:106
YH4E Y49E hu3D6VLv2 Y49E SEQID NO:107
L59V L54V hu3DEVLv2 L4V SEQID NO:108
L59S L545 hu3DEVLv2 LE4S SEQID NO:109
SE7G 596G hu3D6VLv2 552G (también conocido SEQ ID NC:110
como L2-DIMS)
L52N L47N hu3DEVLv2 L47N SEQID NO:111
L52D L47D hu3DEVLv2 L47D SEQID NO:112
L52E L4TE hu3DEVLv2 L47TE SEQID NO:113
L52P L47P hu3DEVLv2 L47P SEQID NO:114
L52T L47T hu3D6VLv2 L47T SEQID NO:115
L525 L475 hu3DEVLv2 L47S SEQID NO:1186
L52A L4TA hu3DEVLv2 L47A SEQID NO:117
L5bV L50V hu3DEVLv2 L0V SEQID NO:118
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[00579]  Se disefiaron variantes adicionales de la regién variable de la cadena
ligera hu3D6VLVv2, como se muestra en la Tabla 12, que incorporan sustituciones
en uno o dos de los residuos de aminoéacidos resaltados en la Tabla 10. Algunas
variantes en la Tabla 12 también incorporan la sustitucion L37Q (SEQ ID NO: 119
-135 y 145), o tanto la sustitucién L37Q como la sustitucion G100Q (SEQ ID NO:
136-142).

[00580] Los fundamentos para la seleccion de las posiciones L37Q y G100Q
como se indica en la Tabla 12 y la Tabla 13 en la region variable de cadena ligera
como candidatos para la sustitucién son los siguientes.

[00581] L37Q es una mutacion para aumentar la humanidad de la secuencia.
GIn es una mutacién de alineacion germinal. Gln esta en el gen de la linea
germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ (ID NO: 27) en esta posicion.

[00582] G100Q es una mutacién para aumentar la humanidad de la
secuencia. GIn es una mutacion de alineacion germinal. Gln esta en el gen de la
linea germinal humana IGKV2-30*02 (SEQ (ID NO: 27) en esta posicion.

[00583] Tabla 12: Sustituciones de aminoacidos en hu3D6VLv2

disefiadas para reducir lainmunogenicidad



158 de 201

Sustituciones en Variantes
Adicionales en hu3D6VLv2
dizsenadas para reducir la
inmunogenicidad (Numero de
mutacion(es) de Kabat indicadas)

Hombre de Variante

SEQ ID NO: de region
variable de cadena ligera
resultante

L370_L50G_LS4R

hu3DEVlv2 L3TQ_LS0G_Lo4R
tambigén conocido como L2-DIM1)

SEQ D NO:119

L37Q_L50G_L54G

hu3DEeYVLv2 LAT0_LS0G_Lo4G
también conocido como L2-DIM2)

SEQ ID NO:120

L370_S52G_L54G

hu3DEVLY2 L37Q_S52G_L54G
tambigén conocido como L2-DIM3)

SEQ ID NO:121

L370_S52G_L54R

hu3DEYLlv2 LATQ_S52G_L54R
tambign conocido comao L2-DIM4)

SEQ ID NO:122

L37Q_S52G_L54T

hu3DEVLv2 L3T0_S52G_L54T
tambigén conocido como L2-DIMS)

SEQ D NO:123

L370_S526G_L54D

hu3DEVLY2 L37Q_S52G_L54D
tambign conocido coma L2-DIME)

SEQ D NO:124

L3TQ L54R hu3DEVLv2 L3700 _L54R SEQ ID NO:125
L3Ta L54G hul3DEYVlv2 LA7Q L5405 SEQ ID NO:126
hu3DEYLY2 L370_L54D (tambien )
L37Q 154D lconocido como L2-DIM12) SEQ 1D NOAZT
hu3DEVLY2 L3TQ_LS0G (tambign )
L37Q_LS0G lconocido como L2-DIMA13) SEQ ID NO:128
hu3DEVLY2 L3TQ_L50D (tambien | .
L37Q_LS00 lconocido como L2-DIM14) SEQ 1D NO-129
LaTa Lo4T hul3DEYVLv2 LATQ Lo4T SEQ ID NO:130
L3TQ 552G hu3DEVLY2 LATQ S520G SEQ ID NO:131
L3TQ_LS4E hu3DeVlv2 L3T0_LS4E SEQ ID NO:145

L37Q_L50D_L54G

hu3DEVLv2 L3TQ_LS0D_L34G
también conocido como L2-DIM17)

SEQ D NO:132

L37Q_LS0D_L54R

hu3DEeVLv2 L37Q_L50D_L54R
tambigén conocido como L2-DIM18)

SEQ D NO:133

L37Q_LS0E_L54G

hu3DEWLv2 LATQ_LS0E_LS4G
tambigén conocido comao L2-DIM19)

SEQ D NO:134

L37Q_LSOE_L54R

hu3DeVLv2 L3700 _LS0E_LS4R
tambigén conocido como L2-DIM20)

SEQ D NO:135

L370_L50G_L54R_G100Q

hu3DEVLY2
137Q_L50G_L54R_G100Q

SECQ ID NO:136

L37Q_L50G_L54G_G100Q

hu3DEVLV2
L37Q_L50G_L54G_G100Q

SEQ D NO:137

L37Q_S52G_L54R_G100Q

hu3DeWLv2
L370_552G_LS4R_G100Q

SEQ D NO:138

L37Q_S52G_L54D_G100Q

hu3DEWLv2
L370_552G_L54D_G1000Q

SEQ ID NO:139

L37Q_L50D_L54G_G100Q

hu3DeWLv2
L3703 _L30D L34 _G100Q

SEQ D NO:140

L370_L50D_L54R_G100Q

hu3DEVLv2
L37Q_L50D_LS54R_G100Q

SEQ ID NO:141

L37Q_L50V_L54D_G100Q

hu3DEWLv2

| 370_L50V_L54D_G100Q

SEQ D NO:142

[00584]
ligera de hu3D6VLv2 para incorporar L37Q (SEQ ID NO: 143) o para incorporar
G100Q (SEQ ID NO: 144), como se muestra en la Tabla 13.

[00585]
hu3D6VLv2

Se disefiaron variantes adicionales de la region variable de la cadena

Tabla 13: Sustituciones de aminoacidos adicionales en
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Sustituciones en Variantes Nombre de Variante
Adicionales en hu3D6VLv2 SEQ ID NO: de regidn variable de
(Nimero de mutacion(es) de cadena ligera resultante

Kabat indicadas)

hu3DEVLv2 L37Q (también SEQ ID NO:143
L3I7Q conocido como L2-DIME)

G100Q hu3DeVLv2 G100Q SEQ ID NO:144

[00586] Las Figuras 10A, 10B, 10C y 10D muestran alineaciones de la regién
variable de cadena ligera de versiones humanizadas del anticuerpo 3D6:
hu3D6VLVv2 (SEQ ID NO:21), hu3D6VLv2 L37Q (SEQ ID NO:143), hu3D6VLv2
L50G (SEQ ID NO:103), hu3D6VLv2 S52G (SEQ ID NO:110), hu3D6VLV2 L54G
(SEQ ID NO:94), hu3D6VLV2 L54D (SEQ ID NO:93), hu3D6VLv2 L54K (SEQ ID
NO:100), hu3D6VLv2 L54R (SEQ ID NO:101), hu3D6VLv2 L54T (SEQ ID
NO:102), hu3D6VLv2 L37Q_L50G (SEQ ID NO:128), hu3D6VLv2 L37Q_L50D
(SEQ ID NO:129), hu3D6VLv2 L37Q_S52G (SEQ ID NO:131), hu3D6VLv2
L37Q_L54G (SEQ ID NO:126), hu3D6VLv2 L37Q _L54R (SEQ ID NO:125),
hu3D6VLv2 L37Q_L54T (SEQ ID NO:130), hu3D6VLv2 L37Q_L54D (SEQ ID
NO:127), hu3D6VLv2 L37Q L54E (SEQ ID NO:145), hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54R (SEQ ID NO:119), hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54G (SEQ ID
NO:120), hu3D6VLv2 L37Q L50D L54R (SEQ ID NO:133), hu3D6VLv2
L37Q_L50D_L54G (SEQ ID NO:132), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54D (SEQ ID
NO:124), hu3D6VLv2 L37Q_S52G_L54G (SEQ ID NO:121), hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54T (SEQ ID NO:123), hu3D6VLv2 L37Q_S52G _L54R (SEQ ID
NO:122), hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G_G100Q (SEQ ID NO:140), hu3D6VLv2

L37Q_L50D L54R_G100Q (SEQ ID NO:141), hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54R_G100Q (SEQ ID NO:136), hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54G_G100Q (SEQ ID NO:137), hu3D6VLv2
L37Q_L50V_L54D_G100Q (SEQ ID NO:142), hu3D6VLv2

L37Q_S52G_L54D_G100Q (SEQ ID NO:139), y hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54R_G100Q (SEQ ID NO:138)
[00587] Ejemplo 12 Inmunogenicidad de hu3D6VHv1bA11 (regién variable

de cadena pesada)
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[00588] Se disefiaron variantes adicionales de la regién variable de cadena
pesada de hu3D6VHv1bA1ll (también conocido como h3D6Hu5) (SEQ ID NO:
18), como se muestra en la Tabla 14.

[00589] Las Figuras 9A y 9B muestran alineaciones de la region variable de
cadena pesada de 3D6 murino (SEQ ID NO: 7) y de versiones humanizadas del
anticuerpo 3D6 (hu3D6VHvbl, hu3D6VHvb2, hu3D6VHvb3, hu3D6VHvb4,
hu3D6VHvb5, hu3D6VHvb6, hu3D6VHvb7, hu3D6VHv1bAll, h3D6VHvbS8 y
h3D6VHvb9) con la secuencia de la region variable de cadena pesada de la linea
germinal humana IGHV1-69-2*01 (SEQ ID NO: 25) y con la secuencia de la regién
variable de cadena pesada del aceptor humano 2RCS VH hFrwk (SEQ ID NO:
75). hu3D6VHvbl es SEQ ID NO:76, hu3D6VHvb2 es SEQ ID NO:77,
hu3D6VHvb3 es SEQ ID NO:78, hu3D6VHvb4 es SEQ ID NO:79, hu3D6VHvb5
es SEQ ID NO:80, hu3D6VHvb6 es SEQ ID NO:90, hu3D6VHvb7 es SEQ ID
NO:91, hu3D6VHvV1bAll es SEQ ID NO:18, h3D6VHvb8 es SEQ ID NO:146, y
h3D6VHVb9 es SEQ ID NO:148.

[00590] Tabla 14: Sustituciones adicionales de aminoacidos en
hu3D6VHv1bA1ll (también conocido como h3D6Hub5)

Sustituciones en Variantes Nombre de Variante SEQID NO de
Adicionales en hu3D6VHv1bAT1 region variable
(Ndmero de mutacion(es) de de cadena
Kabat indicadas pesada
resultante

DEOE hu3D6VHv1bA11 DEOE (también

conocido como h3DEVHvELE) SEQ D NO:146
LB2cV hu3D6VHv1bAT1 LB2cY SEQ ID NO:147

hu3DEVHv1bAT1
D6OE_L8OM_Q81E_L82cv Te3r | DBOE _LBOM QBIE L82cV TE3R | geq p No-148

- - - - (también conocido como
h3D6VHvbY)

[00591] Los fundamentos para la seleccion de las posiciones indicadas en la

Tabla 14 en la region variable de cadena pesada como candidatos para la
sustitucion son los siguientes.

[00592] DG6OE: para reducir la protedlisis potencial. Se sabe que los motivos
Asp-Pro son sitios potenciales de escision proteolitica. Hay un motivo Asp-Pro en
hu3D6VHv1bA11 (h3D6HuU5) VH en la posicién Kabat 60-61. Basado en el modelo

de homologia, la sustitucion de Glu en la posicion 60 se considera conservante de
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la conformacion. Por lo tanto, la sustitucion de D60E se realiza para reducir la
protedlisis potencial.

[00593] Q8L1E, para mejorar termoestabilidad y para aumentar la humanidad.
Se predice que Glu forma un enlace H mas un puente salino con K19, por lo tanto,
Glu en esta posicién mejora la estabilidad del anticuerpo. Glu es una mutaciéon de
alineacion de la linea germinal. Glu esté en el gen de la linea germinal humana
IMGT # IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO: 25) en esta posicion.

[00594] L82cV para reducir la inmunogenicidad. El analisis in silico de la
inmunogenicidad humanizada de hu3D6VHv1bAll (h3D6Hu5) utilizando la
herramienta de andlisis de inmunogenicidad IEDB (base de datos de epitopos
inmunitarios) predijo un péptido inmunogénico potencial que incluia L82c. La
sustitucion de L82cV esta disefiada para reducir la inmunogenicidad. La
sustitucién de valina en esta posicion conserva la conformacién del bucle.

[00595] L80M, para reducir la inmunogenicidad; y aumentar la humanidad.
Met es una mutacion de alineacién de la linea germinal. Met esté en el gen de la
linea germinal humana IMGT # IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO: 25) en esta posicion.

[00596] T83R para mejorar la termoestabilidad y aumentar la humanidad. Arg
es una mutacién de alineacién de la linea germinal. Arg esté4 en el gen de la linea
germinal humana IMGT # IGHV1-69-2*01 (SEQ (ID NO: 25) en esta posicion. Arg
es mas frecuente en esta posicion.

[00597] Ejemplo 13 Analisis de variantes humanizadas de 3D6

[00598] Las variantes de 3D6 humanizadas con sustituciones
desinmunizantes predichas se analizaron para varias caracteristicas, incluida la
afinidad de unién al objetivo, la actividad en ensayos basados en células, la
termoestabilidad, las caracteristicas de expresion y el nimero de sustituciones.
En todos los casos, los resultados se compararon con la secuencia parental,
hu3D6VHV1bA11/hu3D6VLVv2 para determinar si se observd alguna pérdida de
actividad o estabilidad.

[00599] El analisis de union al objetivo se realiz6 usando un Biacore T200
para comparar la afinidad de unién de las variantes de 3D6 humanizadas con la

tau 4RON humana recombinante. El anticuerpo anti-Fc humano se inmovilizo en
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el chip sensor CM3 mediante acoplamiento de amina, y las variantes de 3D6
humanizadas se capturaron a niveles equivalentes. Se pasaron varias
concentraciones de tau humana 4RON recombinante (que van de 0.02 nM a 12.5
nM) sobre el ligando capturado a 50 yL/min en tampon de ejecucion (HBS + 0.05%
P-20, 1 mg/ml de BSA) durante 180 segundos de asociacion/420 segundos de
disociacion como un solo ciclo. Los datos se restaron en blanco tanto a un sensor
irrelevante que no contenia anticuerpo y a una concentracion de analito de 0 nM.
El andlisis se realizé utilizando un ajuste global de 1:1 con el software de
evaluacion Biacore.

[00600] La determinacién de la afinidad revel6 una serie de variantes
desinmunizadas que conservaban la afinidad de hu3aD6VHv1bA11l/ hu3D6VLv2
parental, que se determind mediante la comparacion de la Kp de cada anticuerpo
con la de hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLv2 parental. Se determiné que los
anticuerpos tienen Kp comparable dentro de 4 veces de
hu3D6VHvV1bA11/hu3D6VLv2 (Tabla 15) incluye hu3D6VHv1bA1l1l/L2-DIM4,
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM9, hu3D6VHv1bA11/L2-DIM5, hu3D6VHvV1bAl11/L2-
DIM3, h3D6VHvb8/L2-DIM4, hu3D6VHv1bA11l/L2-DIM7, h3D6VHvb8/L2-DIM7,
h3D6VHvb8/L2-DIM8, hu3D6VHV1bA11/L2-DIM12, hu3D6VHvV1bA1l1l/L2-DIM21,
y hu3D6VHvV1bA11/L2-DIM22. hu3D6VHvV1bA11/L2-DIM4 demostré una afinidad
mejorada, como lo demuestran los numeros de frecuencia activada, baja
frecuencia y Kd, sobre el hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLv2 parental.

[00601] Tabla 15. Afinidad de variantes humanizadas de 3D6
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Variante de 3D6 Humanizado Ka (1/M =) Ka (1/3) Ko (M)

hu3DEVHY1bAT1 hu3DEVLY2 4 1TE+06 7. 40E-D4 1.81E-10
hu3D6VHY1ba11/L2-DIM4 5.65E+06 5.35E-04 0_48E-11
hu3DEYVHY kAT 1/L2-DIMI 4 63E+06 7. 40E-D4 1.60E-10
hu3D6VHY1baA11/L2-DIMS 4.02E+06 7.35E-04 1.83E-10
hu3DEVHY 1A T1/L2-DIM3 3.93E+06 7.B1E-04 1.99E-10
h3D&YVHvha/L2-DIM4 4 51E+08 1.02E-03 2 26E-10
h3D&eYVHvRS/L2-DIM7 4 31E+06 1.19E-03 2_TSE-10
hu3DEVHY1bAT1/L2-DIMT 3 46E+06 9. 71E-D4 2 B1E-10
h3DEYVHvRS/L2-DIME 3.2BE+06 1.40E-03 4 2TE-10
hu3DeVHv1bAT1/L2-DIM12 2. FT4E+06 1.33E-03 4 BS5E-10
hu3DEVHY1bATIL2-DIM21 2 15E+08 1.49E-03 6 96E-10
hu3DEVHV1bA11/L2-DIM22 3. 54E+06 2 51E-03 7_.0BE-10
hu3DEeVHv kAT 1/L2-DIMA 3.02E+06 2.60E-03 B_S9E-10
hu3DEVHV1bA11/L2-DIM13 3.15E+06 2 B5E-03 5 _04E-10
hu3DEVHV 1bAT1/LZ-DIM-17 5.24E+10 S 42E+D1 1.03E-D9
h3D6YVHvba/L2-DIM1 6. 19E+06 5.41E-03 1.04E-09
h3D&VHvRS/L2-DIM2 1.03E+10 1 48E+01 1.42E-09
hu3DEVHY1bAT1/L2-DIME 3.08E+06 4 61E-03 1. 49E-09
h3D&YVHvRS/L2-DIME 3.7T9E+09 S EBTE+0DD 1.50E-09
hu3DEVHVIbAT1/L2-DIM14 7.69E+10 1 18E+02 1.53E-09
hu3DEVHY1bAT1/L2-DIM2 5.73E+06 9.33E-03 1.63E-09
hu3DEYVHV1bA11/L2-DIM1D9 3.28E+09 5 88E+00 1.79E-09
hu3DEVH1bAT1/L2-DIM-18 1.51E+06 3.78E-03 2 51E-D9
hu3DEYVHV1bA11/L2-DIM20 2 GDE+05 9.35E-03 3_60E-D8

[00602] Ademas,

como caracteristica secundaria,

se analizaron

termoestabilidad y el titulo para todas las variantes desinmunizadas. Se
compararon la termoestabilidad y los niveles de titulos de anticuerpos que eran
comparables a hu3aD6VHv1bA11/hu3D6VLv2 con base en medidas de afinidad, y
los anticuerpos en la Tabla 16 se enumeran en orden basado en la varianza de
Tm de hu3D6VHvV1bA11/hu3D6VLV2.

[00603] Los valores de termoestabilidad se determinaron mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Todos los barridos de DSC se realizaron
utilizando un sistema de DSC capilar VP (Malvern). Todas las muestras se
prepararon a 0.5 mg/ml en 1xPBS y se referenciaron a 1xPBS. Se introdujeron
aproximadamente 0.5 ml de solucidn de proteinay tampén en la muestray la celda
de referencia. Se llevaron a cabo velocidades de barrido calorimétrico a
velocidades de barrido de 60°C/hora, de 25°C a 110°C a presion constante. El
analisis se realiz6 utilizando el software de origen. Los valores informados son la
temperatura a la que se registra la capacidad calorifica maxima del pico Fab.

[00604]  El titulo se determiné como sigue. Después de la expresion en 293
células de suspension, los anticuerpos se purificaron usando cromatografia de
proteina A utilizando métodos estandar. Después de la purificacion, los
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anticuerpos se intercambiaron en 1xPBS y se determinaron las concentraciones
de proteina mediante absorbancia a 280 nm. Los titulos se calcularon dividiendo
el rendimiento final de proteina purificada entre el volumen inicial del cultivo de
expresion y se reportaron en miligramos por litro. hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4
demostré mayor termoestabilidad y titulo sobre el hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLv2
parental. Tanto la termoestabilidad como los niveles de expresion transitoria
(titulo) son consideraciones importantes para el desarrollo de farmacos.

[00605] Tabla 16. Termoestabilidad y titulo de Variantes de 3D6

Humanizado

Tmi*C}—wvarianza de titulo
Variante de 3D6 Humanizado hu3DeVHv1bA11S

hu3DEVLV2 (mg/L)
hu3DEYHv1bA11/ hu3DEVLY2 0.00 456.00
hu3DEVHw1bAT1/L2-DIM4 0.08 467.00
h3DEvHvbEL2-DIME -0.38 301.00
h3DEWHvbhEL2-DIMS -0.78 44500
hu3DEYHY1bA11/L2-DIM22 -1.23 S70.00
hu3DEVHw1bA11/L2-DIMS -2.18 290.00
hu3DEYHY1 bA11/L2-DIMS -3.34 383.00
hu3DEYHW1 bAT1/L2-DIMT -4.24 231.00
haDEvVHvbhEL2-DIMT -4 B3 271.00
hu3DEVHw1bAT1/L2-DIM3 -5.01 283.00

hu3DEYHY bA11/L2-DIM21 547 81.00

hu3DEYHv 1 bA11/L2-DIM 12 547 04 00

[00606] Con base en el analisis de los hallazgos arriba listados, la actividad
de neutralizacion de siete anticuerpos en la Tabla 16 se selecciond para mayor
andlisis en un modelo basado en células de internalizacion de tau. Se sefalan las
sustituciones en las cadenas pesada y ligera reltivas a
hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLVv2 parental.

[00607]  Se realiz6 un ensayo de internalizacion que emplea clasificacién de
células activadas por fluorescencia (FACS) para evaluar la capacidad de varios
anticuerpos para bloquear la internalizacion neuronal de tau. Los anticuerpos que
bloguean la internalizacion probablemente bloquearan la transmisién de tau.

[00608]  Se generaron agregados de tau solubles mediante incubacion de tau
recombinante de longitud completa con cantidades equimolares de heparina de
bajo peso molecular durante 3d a 37°C. Después de la incubacion, la tau insoluble
y soluble se separ6 mediante centrifugacion a 10,000xg durante 15 minutos. A

continuacion, se resolvio el sobrenadante mediante cromatografia de exclusion
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por tamafio preparativa y se recogieron y concentraron los picos agregados
(mayores de 100 kDa). Para medir la internalizacion, la fraccion de agregado
soluble se marcé con éster de succinimidilo rojo pHrodo, que emite fluorescencia
cuando se internaliza en la via endolisosomica.

[00609] Se preincubd oligbmero soluble 4RON de tau humano P301L
marcado con pHrodo (concentracion final de 1.5 pg/ml) con anticuerpos anti-tau
(titulacion de la dosis: concentracion inicial de 80 pg/ml seguida de diluciones
seriadas de 4 veces) durante 30 min a temperatura ambiente en medio de cultivo
celular. A continuacién, se afadié la mezcla de Tau/anticuerpo a las lineas
celulares de neuroblastoma B103 a una concentracion final de 500,000 células/ml
y se incub6 durante 3-4 horas a 37°C en una incubadora de cultivo de tejidos (5%
de CO,). A continuacion, las células se lavaron 3 veces con medio de cultivo,
seguido de 10 minutos de incubacion del medio de cultivo y se lavaron 2 veces
con tampon FACS (FBS al 1% en PBS). Las células se resuspendieron en 100 pl
de tampén FACS y se midi6 la intensidad de fluorescencia media de rojo Texas
mediante FACS LSR Il. La fluorescencia de rojo Texas de pH rodo se activa por
un pH bajo asociado con compartimentos endolisosomales tras la internalizacion.
Debido a que FACS detecta células y Ph rodo solo emite fluorescencia tras la
internalizacién, solo se detectara la tau internalizada por las células. Cuanto
menor sea la intensidad de fluorescencia media, menor sera la cantidad de tau
internalizada, lo que sugiere una mayor actividad de bloqueo del anticuerpo
analizado.

[00610] Con laexcepcion de hu3D6VHvV1bAll L2-DIM22, todas las variantes
probadas mostraron un alto grado de actividad inhibitoria en el modelo de
internalizacién de tau a una concentracion equivalente (Figura 11 y Tabla 17).

[00611] Tabla 1l7. Variantes de 3D6 humanizadas probadas en un ensayo

de internalizacién de Tau basado en células
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Variante de 3D& Sustituciones de Sustituciones de Inhibicion de
Humanizado Cadena Pesada Cadena Ligera internalizacion basada
Relativas a Relativas a en células (a
hu3DEVHvIbA11 hu3DeVLva concentracion de
Parental Parental anticuerpos de 133 nM,
% de inhibicion de
senal de fluorescencia
maxima £ desviacion
estandar)
hu3DAVHv ThA L LS R
hu3DaVLyz
hu3DeVHv IbA 1L L2- L3370 852G L54R (922424
]IS E]
hu3DeVHYIBATTL2- L3T0 852G LS54T |92 7+36
] 1% )
hiDaVHYBE/L2-DIM4 DadE LAT0y 352G L54R (894426
hu3DeVHY IbA T2 L370 852G 154G | 874 +36
M3
hu3DaWVHv1bAT1L2- 5520 Q6+ 35
M9
hiDeVHvhEL2-DIMT DalE L34G 932413
hu3DeVHY IbA T2 L5300 ET7+86

[DIMZ22

[00612]
[00613]

Ejemplo 14. Refinamiento del mapeo de epitopos de 3D6

El mapeo inicial de péptidos indicoé que el epitopo para 3D6 esta en

la region de repeticion de unién a microtubulos (MTBR, Figura 1). Ademas, el
mapeo de péptidos indicé que 3D6 se une a multiples sitios dentro del MTBR, lo
gue sugiere un epitopo repetido y discontinuo.

[00614]

epitopos utiliz6 solapamientos de péptidos solapantes que no contenian

Como el mapa de péptidos inicial utilizado para los estudios de

repeticiones de union de microtubulos intactas, se llevd a cabo un mapa de
péptidos adicional con las repeticiones de microtubulos intactos individuales. Los
péptidos biotinilados correspondientes a los aminoacidos para la repeticion 1-4 de
MTBR se afadieron a una placa ELISA recubierta con estreptavidina, se lavaron
y se bloquearon en BSA al 1%/PBS. A continuacion, se incubaron en la placa
cantidades variables de 3D6 (en el intervalo de 50 ug/ml a 10 ng/ml). Después del
lavado, se afiadio HRP de cabra anti-ratdn a la placa ELISA, se lavo y se reveld
usando OPD. La absorbancia se detecté a 490 nm y las curvas de union se

ajustaron usando una curva logaritmica de 4 parametros para determinar los
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valores de EC50 (Tabla 18). 3D6 se uni6 a los MTBR 1-3 de forma relativamente
equivalente, con valores de EC50 de 72.5, 35.5y 25.1 ng/ml respectivamente. Sin
embargo, la union a MTBR 4 fue aproximadamente 60-170 veces menor, con una
EC50 aparente de 4309 ng/ml. Las variaciones de secuencia en el epitopo
repetido en MTBR 4 de MTBR 1, 2, 3 y 4 pueden explicar la union mas débil a
MTBR 4.

[00615] Tabla 18.

Aminoacidos
Himero de (usando la
Repeticién de """_“E;ﬁ':":"“:e la E‘:?ﬂ' {ngiml
Microtibulos Isolorma de anticuerpo)
longitude total de tau
SEQ ID NO:1)
1 244274 725
z 275-305 155
3 306-336 25 4
4 337-368 4309

[00616] Para dilucidar mas de cerca los aminoacidos especificos
responsables de la unién de 3D6, se realiz6 el mapeo de sustitucion mediante
micromatrices utilizando el péptido NVKSKIGSTENLKHQPG (SEQ ID NO: 184),
gue es la secuencia para los residuos 255-271 utilizando la numeraciéon de la
isoforma tau de longitud completa. El ensayo intercambié cada uno de los
aminoacidos en la secuencia del péptido con los 20 aminoacidos, para determinar
con un alto grado de precision el epitopo central de 3D6. La micromatriz se
imprimio con todos los péptidos por triplicado, junto con los péptidos de control de
HA para garantizar el rendimiento del ensayo. Para realizar el ensayo, la matriz
se incubd con 3D6 (10 ug/ml) en tampon de bloqueo, se lavé con PBS-T, seguido
de incubacion con un anticuerpo secundario de cabra anti-raton conjugado con
DyLight-680. Ademas, las micromatrices se incubaron con el anticuerpo anti-HA
12CA5 conjugado directamente con DyLight-800. Las micromatrices se
escanearon usando un escaner de LiCor y las intensidades de los triplicados se
promediaron.

[00617] Los efectos de sustitucion para cada residuo se calcularon

determinando la proporcion de union a 3D6 perdida cuando el residuo nativo se
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muto a la suma de todos los otros 19 aminoacidos. Los resultados se representan
en la Figura 12A. La pérdida de union superior al 50% (linea discontinua) significa
un residuo importante para la unién de 3D6. La union del péptido sonda (residuos
255-271 de la isoforma 441aa) con 3D6 revel6 un patron de sustitucion de epitopo
con un motivo central conservado KIGSTENLKH (SEQ ID NO: 188), enmarcado
por tramos variables N- y C-terminales NVKS (SEQ ID NO: 189) y QPG (SEQ ID
NO: 190), los cuales no son importantes para la union. Dentro de este epitopo
central, los residuos que no permiten la sustitucion son Lys®, Asn!l, y His!4
ademas, la posicién 13 demuestra una tolerancia de sustitucion reducida para
residuos distintos de Lys y His. Ademas de estos importantes residuos, Ser® solo
permite una sustitucién limitada. Esto da como resultado un epitopo discontinuo
de KXXSXXNX (K/H) H (SEQ ID NO: 191) como se muestra en la Figura 12B. Las
secciones pertinentes de las repeticiones de unién de microtibulos de tau se
presentan alineadas, con importantes residuos de union de 3D6 resaltados.
Cuando se compara con las repeticiones de microtiubulos en tau, los residuos
importantes estan presentes en todas las repeticiones, con la excepcion de la
penultima posicion en el epitopo central (K/H, indicado por #). En esta posicion, la
repeticion 4 contiene una treonina, que puede ser responsable de la unién de
ELISA 3D6 inferior. El epitopo central se define en KIGSTENLKH (SEQ ID NO:
188, residuos 259-268 de SEQ ID NO: 1, en la repeticion 1 de MBTR),
KCGSKDNIKH (SEQ ID NO: 192, residuos 290-299 de SEQ ID NO: 1, en la
repeticion 2 de MBTR), KCGSLGNIHH (SEQ ID NO: 193, residuos 321-330 de la
SEQ ID NO: 1, en la repeticion 3 de MBTR), con menor union en KIGSLDNITH
(SEQ ID NO: 194, residuos 353-362 de SEQ ID NO: 1, en la repeticion 4 de
MBTR).

[00618] Ejemplo 15 El 3D6 de raton se une a muestras de pacientes de
pacientes con enfermedad de Alzheimer, experimentos de inmunohistoquimica

[00619] Los bloques de autopsia de muestras de cerebro humano
congeladas frescas (~ 0.5 g) se incrustaron en OCT y se cortaron usando un
criostato para generar secciones de 10 um. Las secciones se colocaron en una

solucién de glucosa oxidasa y beta D-glucosa, en presencia de azida de sodio,
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para bloguear la peroxidasa enddgena. Una vez preparadas las secciones de
tejido, se tifleron con 3D6 a las concentraciones indicadas utilizando un polimero
anti-raton y un kit de deteccion basado en DAB (kit de deteccion de refinamiento
Leica BOND) segun las instrucciones del fabricante. Los resultados se muestran
en la Figura 13.

[00620] En el tejido de la AD, 3D6 se une a las caracteristicas patoldgicas
distintivas de la tau, incluidos los ovillos neurofibrilares y las neuritas distroficas.
Ademas, 3D6 se une a tau intracelular soluble; esto es evidente por la tincion
presente en el tejido de control sano normal.

[00621] Ejemplo 16 3D6 de ratbn une agregados de tau solubles,
entrecruzando experimentos de Espectrometria de Masas MALDI de alta masa

[00622] Para determinar si 3D6 se unia a una o varias subunidades de tau,
se utilizé espectrometria de masas MALDI de alta masa de reticulacién para
evaluar la estequiometria de union. La reticulacién permite el andlisis directo de la
interaccibn no covalente. Al mezclar una muestra de proteina que contiene
interacciones no covalentes con una mezcla de entrecruzamiento (Bich, C et al.
Anal. Chem., 2010, 82 (1), pags. 172-179), es posible detectar especificamente
complejo con alta sensibilidad. En este ensayo, se probo la interaccion de 3D6
con agregados de tau solubles. Se generaron agregados de tau solubles mediante
incubacion de tau recombinante de longitud completa con cantidades equimolares
de heparina de bajo peso molecular durante 3d a 37°C. Después de la incubacion,
la tau insoluble y soluble se separé mediante centrifugacion a 10,000 xg durante
15 minutos. El sobrenadante se resolvié después mediante cromatografia de
exclusion por tamafio, y los picos agregados (mayores a 100 kDa) se recolectaron
y concentraron.

[00623] 3D6 se mezcld con diversas proporciones de agregado de tau
soluble y se detecté mediante espectrometria de masas MALDI de alta masa.
Ademas, se realizaron experimentos de control de componentes individuales para
permitir el etiquetado correcto de los picos detectados. El andlisis se realizé en
modo lineal positivo con el médulo de interaccibn HM4 (CovalX) con un laser de

nitrégeno estandar, centrandose en el rango de masa de 0-1500 kDa.
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[00624] Los resultados se muestran en la Figura 14. En los resultados de
control (no reticulados), tanto tau como 3D6 se detectan como entidades
individuales de 40.93 y 146.938 kDa, respectivamente. Sin embargo, cuando se
reticula, el pico de anticuerpo para 3D6 desaparece, mientras que aparecen dos
nuevos picos que representan la interaccién de 3D6 con uno y dos antigenos (a
194.788 y 228.963, respectivamente. Como se detecté en el recuadro de
superposicion, el pico de 3D6 a 146.938 kDa esta notablemente ausente de Estos
datos sugieren que 3D6 se une muy fuertemente a los agregados solubles de tau,
y lo lleva a cabo mediante la unién de uno o dos complejos por anticuerpo.

[00625] Ejemplo 17 El 3D6 de ratdon interrumpe la siembra de tau en un
modelo de enfermedad in vivo de la patologia de la enfermedad de Alzheimer

[00626] La capacidad de 3D6 para interrumpir la siembra de tau se investigo
en un modelo de enfermedad in vivo de la propagacién de la patologia de la AD.
Se generaron semillas patolégicas usando homogeneizados de tronco cerebral de
ratones hTauP301L en etapa terminal o controles de tipo salvaje. Para inducir
patologia, se inyectaron semillas unilateralmente en el hipocampo de ratones de
3.5 meses de edad, mucho antes del inicio de la progresion de la patologia natural.
Para probar la capacidad de los anticuerpos para impactar la siembra de tau, los
anticuerpos se preincubaron antes de la inyeccién. Después de un mes, se evaluo
la cantidad de siembra en el lado ipsilateral de los ratones mediante
inmunorreactividad de AT8; se determind el nimero de neuronas por seccion
dentro del hipocampo.

[00627] Los resultados se muestran en la Figura 15. En comparacién con el
control de isotipo, la preincubacion de semillas de tau con 3D6 pudo disminuir
significativamente la cantidad de siembra detectada en ratones después de un
mes, lo que sugiere la interrupcién de la internalizacién de tau proximalmente al
sitio de inyeccion y sugiere que 3D6 puede perjudicar la captacion y propagacion
de tau.

[00628] Ejemplo 18. 3D6 de ratdn y variantes humanizadas interrumpen la

interaccién de tau con heparina in vitro



10

15

20

25

30

171 de 201

[00629] Varios estudios indican que la internalizacion de tau en las células
esta mediada por la interaccién inicial de tau con proteoglicanos de sulfato de
heparina asociados a la superficie (HSPG), y que esta interaccion es un paso
inicial esencial que conduce a la captacion, siembray propagacion de tau (Holmes
et al.,, PNAS, 110 (33), 2013; Katsinelos et al., Cell Rep, 23, 2018). Por tanto, una
propiedad favorable de un anticuerpo anti-tau terapéutico seria la capacidad de
bloguear la interaccion entre tau y heparina que estaria presente en la superficie
de las células.

[00630] Para probar la capacidad de las variantes 3D6 murinas y
humanizadas para interrumpir la interaccion tau con heparina, las placas ELISA
recubiertas con heparina de bajo peso molecular se bloquearon primero con BSA
al 2% en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con
TBST. Después del bloqueo, las placas se incubaron con tau recombinante
biotinilada junto con las concentraciones indicadas de anticuerpo no marcado en
BSA al 1%/PBS durante una hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron
de nuevo y luego se incubaron con estreptavidina-HRP en BSA al 0.1%/PBS
durante 45 min. A continuacion, las placas se lavaron y revelaron con OPD y se
midio la absorbancia a 490 nm. Las curvas de inhibicion se analizaron utilizando
un ajuste logaritmico de 4 parametros.

[00631] Losresultados se muestran en la Figura 16 y la Tabla 19. Las formas
murinas, asi como ambas formas humanizadas de 3D6 probadas en el ensayo
mostraron la capacidad de bloquear la interaccién tau/heparina, lo que indica que
el epitopo 3D6 es importante para esta interaccién y que los anticuerpos son
capaces de inhibir la interaccion. Esto sugiere la capacidad de interrumpir la
captacion de tau en las células. Aunque todos los anticuerpos probados mostraron
actividad inhibidora, la variante hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 retuvo una actividad
mas cercana a la forma murina del anticuerpo (IC50 = 422.7 pM, en comparacion
con 409.2 pM para murino). Por el contrario, hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLv2
demostré una menor actividad inhibidora (IC50 = 564.6 pM), en comparacion con
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4, lo que indica que hu3S3D6VHV1bA11l/L2-DIM4 tiene un
mayor grado de retencion de propiedades de anticuerpo murino y sugiere una



10

15

20

25

172 de 201
mejora de actividad inhibidora de hu3D6VHv1bA11l/L2-DIM4 debido a las

variantes de aminoacidos en la CDR en la cadena ligera.
[00632] Tabla 19

Anticuerpo 1C50 (pM)
3D6 murino 409.2
hu3D6VHv1bA11/ hu3D6VLv2 564 6
hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 4227

[00633] Ejemplo 19 Las variantes humanizadas 3D6 se unen a formas
fibrilares de tau

[00634]  Se generaron fibrillas de tau recombinantes mediante incubacién con
cantidades equimolares de heparina de bajo peso molecular con tau de 4
repeticiones ("tau fibrilar") o crecimiento de siembra de tau de 3 repeticiones y 4
repeticiones (“fibrillas mixtas"). Tau se incubo durante 3-5 dias a 37°C. Para aislar
las fibrillas, las muestras preparadas se ultracentrifugaron a 100,000 xg durante
30 minutos. Los granulos se resuspendieron en su volumen original antes del
almacenamiento a -80°C antes de su uso.

[00635] Las placas de ELISA se recubrieron con fibrillas preformadas
(durante la noche a 4°C en tampdn carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9.6), se
lavaron y se bloquearon con 1% BSA en PBS. Después del bloqueo, las placas
se incubaron con las concentraciones indicadas de anticuerpo primario biotinilado
en 0.1% BSA/PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron
y luego se incubaron con estreptavidina-HRP en 0.1%BSA/PBS durante 45 min.
A continuacién, las placas se lavaron y revelaron con OPD y se midi6 la
absorbancia a 490 nm. Las curvas de unién se analizaron utilizando un ajuste
logaritmico de 4 parametros.

[00636] Los resultados se muestran en la Figura 17 y la Tabla 20. Ambas
formas humanizadas de 3D6 ensayadas en el ensayo mostraron una fuerte union
a formas fibrilares de tau, tanto si las fibrillas contenian tau 4R solamente como
tau tanto 3R como 4R. La variante hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 mostré una

preferencia por la union a ambas especies (EC50 = 191.8 pM) en comparacion
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con hu3D6VHv1bA11/hu3D6VLv2 (EC50 = 236.7 pM), lo que indica una mejora
en la capacidad de union de variantes de hu3D6VHv1bA11/L2-DIM4 en la CDR
de la cadena ligera.
[00637] Tabla 20

. Union a fibrillas de tau
anticuerpo 4R: EC50 (pM)
hu3DEVHv1bA11/L2-DIM4 191.8
hu3DEVHv1bA11/ hu3DeVLv2 236.7

[00638] Ejemplo 20 CDR ejemplares

[00639] En la Tabla 21 se muestran ejemplos de CDR de anticuerpos de la
invencion.

[00640] Tabla 21: CDR ejemplares
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CDR y Definicion Secuencia de SEQ | VH o VL ejemplar en la que
Aminoacidos de CDR 1D la CDR esta presente
MNO:

HC DR 1Kabat/Chothia GFNIKDYYLH 8 3D6 VH de Raton

HCDR2 de Kabat WIDPENGDTWYDPKFQG 9 306 VH de Ratdn

HCDR3 Kabat: LDF 10 306 VH de Raton

LCDR1 de Kabat KSSQSLLDSDGKTYLN 12 306 VL de Raton

LCDR2 de Kabat LVSKLDS 13 3D6 VL de Ratdn

LCDR3 de Kabat: WQGTHFPYT 14 3D6 VL de Raton

COR-H1 de= Kabat DYYLH 32 306 VH de Raton

COR-H1 de Chothia GFNIEDY 33 306 VH de Raton

COR-H2Z de Chothia DPENGD 34 3D6 VH de Raton

COR-H2 de AbM WIDPENGDTY 35 306 VH de Raton

CDR-L1 de Contacto KTYLHWL 35 306 VL de Raton

COR-L2 de Contacto RLIYLYSKLD 7 306 VL de Raton

COR-L3 de Contacto WQGTHFPY 35 306 VL de Raton

COR-H1 de Contacto KDY LH 34 306 VH de Raton

COR-H2 de Contacto WIGWIDPENGDTY 40 3D6 VH de Raton

CDR-H3 de Contacto STLD 41 3D6 VH de Raton

COR-H1 de Kabat- GFTIKDYYLH 42 hu3DEWHYS,

Chothia hu3D&vHv1bA11BEGE2,
hu3DevHv1bAT1BEHS,
hu3DEvHv1e, v hu3D&VHIf

COR-H2 de Kabat WIDPEDGDTV Y APKFQG 43 hu3DEVHvS y
hu3DEVHv1bAT1BEH3

COR-H1 de Kabat- GFNFEDYYLH 55 hu3D&vH1c

Chothia

COR-H1 de Kabat- GYTFTDYYLH 59 hu3DEvHv1d, hu3D8VHw3e,

Chothia y hu3D6VHv4c

COR-H1 de Kabat- GYMFKDYYLH &0 hu3DEvHv3b y hu3DEVHv4b

Chathia

COR-HZ de Kabat WWDPEDGDTWYAPKFQG 61 hu3DEvHv1bA11BEGE2

COR-H2 de Kabat WIDPENGDTWYDEKFQG 62 hu3DEVHv1e, hu3DevVHw3b,
y hu3DEVHwv4b

COR-HZ de Kabat WWDPEDGDTWYAEKFQG 63 hu3DEvWHv1d, hu3DEVHwW 1T,
hu3DEWVHv3c, y hu3DEVHwdc

COR-H2 de Kabat WIDPENGDTVYAEKFQG 54 hu3DEVHv1e

COR-H3 de Kabat LD 63 hu3DEVHw 1f

CDR-H1 compuesto de GLMIKDYYIH 67 6A10 VH de Raton

Kabat/Chothia

COR-H2 de Kabat WIDPEMDDTEYAPKFQG ali] £A10 VH de Raton

COR-H3 de Kabat LD 69 6410 VH de Ratén

COR-H1 Compuesto de GFTIKDYYLH 85 hu3DevHvb4 v hu3DEVHvES

Kabat-Chothia

COR-H2 de Kabat WIDPENGDTIVDPKFQG a7 hu3DEVYHvE3 y hu3DEVHvE4

COR-H2 de Kabat WIDPEDGETIYDPKFQG 85 hu3DEVHVES

COR-L1 de Kabat RSSQSLLDSDGKTYLN g9 hu3DEVLvbh3

COR-H2 de Kabat WIDPEDGETWYDPKFQG 92 hu3DEVHvEE vy hu3DEYHvET
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CDR y Definicion

Secuencia de

SECQH

VH o VL ejemplar en la que

Aminoacidos de CDR D la CDR esta presente
MO
CDR-H2 de Kabat WIDPENGDTYYEPKFQG 149 | h3D6VHvb8 v h3aD6VHvbS
CDR-LZ de Kabat LYSKDDS 150 | hu3DeVLiv2 L54D v
hu3DEVLVE L3370 LS540
CDR-LZ de Kabat LYSKGDS 151 hu3DEVLYZ L34G v
hu3DEVLVZ L37Q_L54G
CDR-L2 de Kabat LYSKNDS 152 | hu3DEYVLV2 LS4
CDR-LZ de Kabat LYSKEDS 153 | hu3DEVLv2 LS4E y
hu3DEVLvZ L3TQ LS4E
CDR-L2 de Kabat EVSKLDS 154 | hu3DEVLv2 LSOE
CDR-L2 de Kabat LYSKQDS 155 | hu3DEVLVZ L5404
CDR-LZ de Kabat DWVSKLDS 156 | hu3DEVLiv2 LS0D v
hu3DEVLZ L3370 LS00
CDR-L2 de Kabat LYSKKDS 157 | hu3DEVLV2 LS4K
CDR-L2 de Kabat LYSKRDS 158 | hu3DEVLvZ LS4R v
hu3DEVLZ L3370 L54R
CDR-LZ de Kabat LYSKTDS 159 | hu3DEVLVZ LS54T y
hu3DEVLvZ L37TQ_ LS54T
CDR-L2 de Kabat GWSKLDS 160 | hu3DeEYLv2 L50G y
hu3DEVLVZ L37Q LSDG
CDR-L2 de Kabat LYSKVDS 161 hu3DEVLYZ L34V
CDR-L2 de Kabat LYSKSDS 162 | hu3DEVLv2 L545
CDR-L2 de Kabat LYGKLDS 163 | hu3DEVLv2 552G v
hu3DEVLYZ L37Q_ 552G
CDR-L2 de Kabat WVWSKLDS 164 | hu3DEYLw2 LSOV
CDR-L2 de Kabat GWSKRDS 165 | hu3DEVLv2
L37Q_L50G_L54R y
hu3DEVLZ
L37Q L50G_L54R 1000
CDR-L2Z de Kabat GWSKGDS 166 | hu3DEWVLv2
L37Q_L50G_L54G y
hu3DEVLvZ
L3vQ L50G LS4 _G1000Q
CDR-L2 de Kabat LYGKGDS 167 | hu3DEVLv2
L3TQ 552G L54G
CDR-LZ de Kabat LY GKRDS 168 | hu3DEVLiv2
L37Q_S52G_L54Ry
hu3DEVLvZ
L37Q_S52G_L54R_G100Q
CDR-L2 de Kabat LYGKTDS 169 | hu3DEVLv2
L37TQ 552G L54T
CDR-LZ de Kabat LY GKDDS 170 | hu3DeVLiv2
L37Q_S52G_L54Dy
hu3DEVLvZ
L37Q S52G L54D G100Q
CDR-L2 de Kabat DVSKGDS 171 in hu3DEVLv2
L37Q_L50D_L54G y
hu3DEVLvZ
L37Q_L50D_L54G_G100Q
CDR-L2Z de Kabat DWVSKRDS 172 | hu3DEVLv2

L370_L500_L54R y
hu3DEVLY2
L37Q_L50D_L54R_G100Q
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CDR y Definicion Secuencia de SEQ | VH o VL ejemplar en la que
Aminoacidos de CDR D la CDR esta presente
HO:

CDR-L2 de Kabat EVSKGDS 173 | hu3DEVLv2

L37TQ _LSOE L54G
CDR-L2 de Kabat EVSKRDS 174 | hu3DEVLv2

L3700 _LS0E_LS4R
CDR-L2 de Kabat VW SKDDS 175 | hu3DEVLv2

L3700 LS50V L54D G1000

Listado de Secuencias
[00641] P10636-8 (SEQ ID NO:1)
MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTED
GSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTP
SLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANA
TRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKYV
AVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLS
NVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSE
KLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSG
DTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL
[00642] P10636-7 (SEQ ID NO:2)
MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTED
GSEEPGSETSDAKSTPTAEAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDK
KAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGY
SSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLK
NVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPV
DLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKI
ETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLA
DEVSASLAKQGL
[00643] P10636-6 (4RON tau humana) (SEQ ID NO:3)
MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKAEEAGIGDTP
SLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANA
TRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKYV
AVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLS
NVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSE
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KLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSG
DTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL
[00644] P10636-5 (SEQ ID NO:4)
MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTED
GSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTP
SLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANA
TRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKYV
AVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIVYKPVDL
SKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIET
HKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADE
VSASLAKQGL
[00645] P10636-4 (SEQ ID NO:5)
MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTED
GSEEPGSETSDAKSTPTAEAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDK
KAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGY
SSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLK
NVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEK
LDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGD
TSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL
[00646] P10636-2 (SEQ ID NO:6)
MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKAEEAGIGDTP
SLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANA
TRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKYV
AVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIVYKPVDL
SKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIET
HKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADE
VSASLAKQGL
[00647] SEQ ID NO:7; Secuencia de aminoacidos de 3D6 VH Murino
EVOLQQSGADLVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTTLTVSS
[00648] SEQ ID NO:8; HCDR1 de Kabat/Chothia:
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GFNIKDYYLH
[00649] SEQ ID NO:9; HCDR2 de Kabat:
WIDPENGDTVYDPKFQG
[00650] SEQ ID NO:10; HCDRS3 de Kabat:
LDF
[00651] SEQ ID NO:11; Secuencia de Aminoacidos de 3D6 VL Murino:
DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSK
LDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00652] SEQ ID NO:12; LCDR1 Murino de Kabat:

KSSQSLLDSDGKTYLN

[00653] SEQ ID NO:13; LCDR2 Murino de Kabat:
LVSKLDS

[00654] SEQ ID NO:14; LCDR3 Murino de Kabat:
WQGTHFPYT

[00655] SEQ ID NO:15; hu3D6VHvV1:
EVQLVQSGAEVVRPGALVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPEQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGKATITADTSTNTAYLQLSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00656] SEQ ID NO:16; hu3D6VHV2:
EVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGFNIKDYYLHWVRQAPEQGLEWMGWIDPEN
GDTVYDPKFQGRVTITADTSTNTAYMELSSLTSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00657] SEQ ID NO:17; hu3D6VHv1b:
EVOLVQSGAEVVRPGALVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGKATITADTSTNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00658] SEQ ID NO:18; hu3D6VHvV1bA11l:
EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00659] SEQ ID NO:19; hu3D6VHV5:
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWIDPEDG
DTVYAPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00660] SEQ ID NO:20; hu3D6VLV1:
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DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00661] SEQ ID NO:21; hu3D6VLv2:
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00662] SEQ ID NO:22; hu3D6VLvV3:
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KLDSGVPSRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00663] SEQ ID NO:23; hu3D6VLv4:
DIVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYLVSKL
DSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00664] SEQ ID NO:24; aceptor variable de cadena pesada Acc.No.
BAC01986.1
QVOQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFGSYAISWVRQAPGQGLEWMGRIIPILGI
ATYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMDLSSLRSEDTAVYYCARGKGEFEGMDVWGQGTT
VTVSS
[00665] SEQ ID NO:25; aceptor variable de cadena pesada Acc.No. IMGT
No. IGHV1-69-2*01
EVOLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTDYYMHWVQQAPGKGLEWMGLVDPED
GETIYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT
[00666] SEQ ID NO:26; aceptor variable de cadena pesada Acc.No. IMGT
No. IGKJ1*01
QHWGQGTLVTVSS
[00667] SEQ ID NO:27; aceptor variable de cadena ligera Acc. No. IMGT No.
IGKV2-30*02 Acc. No. IMGT No. IGKV2-30*02
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLNWFQQRPGQSPRRLIYKV
SNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWP
[00668] SEQ ID NO:28; aceptor variable de cadena ligera Acc. No. IMGT No.
IGKJ2*01
YTFGQGTKLEIK
[00669] SEQ ID NO:29; Aceptor variable de cadena ligera Acc. No.
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AAZ09048.1
DVVMTQSPLSLTVTLGQPASISCRSSQSLVYSDGNTYLNWFQQRPGQSPRRLIYRV
SHWDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTYWPLTFGQGTKLEIK
[00670] SEQ ID NO:30; Secuencia de acido nucleico de 3D6 VH murino:
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGACCTTGTGAGGCCAGGGGCCTTAGT
CAAGTTGTCCTGCAAAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACTACTATTTGCACTGGGT
GAGGCAGAGGCCTGAACAGGGCCTGGAGTGGATTGGATGGATTGATCCTGAGAAT
GGTGATACTGTATATGACCCGAAGTTCCAGGGCAAGGCCACTATAACAGCAGACA
CATCCTCCAATACAGCCTACCTGCAGCTCGGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGC
CGTCTATTTCTGTTCTACCCTTGACTTCTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCT
CCTCA
[00671] SEQ ID NO:31; Secuencia de acido nucleico de 3D6 VL murino:
GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGACAACCAG
CCTCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATGGAAAGACATAT
TTGAATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGCCTAATCTATCTGGT
GTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGGACA
GATTTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTATTG
CTGGCAAGGTACACATTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATA
AAACGT
[00672] SEQ ID NO:32; CDR-H1 Murino de Kabat

DYYLH

[00673] SEQ ID NO:33; CDR-H1 Murino de Chothia
GFNIKDY

[00674] SEQ ID NO:34; CDR-H2 Murino de Chothia
DPENGD

[00675] SEQ ID NO:35; CDR-H2 Murino de AbM
WIDPENGDTV

[00676] SEQ ID NO:36; CDR-L1 Murino de Contacto
KTYLNWL

[00677] SEQ ID NO:37; CDR-L2 Murino de Contacto
RLIYLVSKLD
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[00678] SEQ ID NO:38; CDR-L3 Murino de Contact
WQGTHFPY
[00679] SEQ ID NO:39; CDR-H1 Murino de Contacto
KDYYLH
[00680] SEQ ID NO:40; CDR-H2 Murino de Contacto
WIGWIDPENGDTV
[00681] SEQ ID NO:41; CDR-H3 Murino de Contact
STLD
[00682] SEQ ID NO:42; CDR-H1 Alterno de Kabat-Chothia
GFTIKDYYLH
[00683] SEQ ID NO:43; CDR-H2 Alterno de Kabat
WIDPEDGDTVYAPKFQG
[00684] SEQ ID NO:44; secuencia de aminoacidos de consenso de VH de la
Figura 2 de PCT/IB2017/052544
EVOLVQSGAEVVXPGALVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGXATITADTSTNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00685] SEQ ID NO:45; secuencia de aminoacidos de consenso de VL de la
Figura 3 de PCT/IB2017/052544
DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIKR
[00686] SEQ ID NO:46; hu3D6VHV1bA11B6G2:
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWVDPEDG
DTVYAPKFQGRATITADTSTDTAYLELGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00687] SEQ ID NO:47; hu3D6VHV1bA11B6HS:
EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPEDG
DTVYAPKFQGRATITADTSTDTAYLELGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00688] SEQ ID NO:48; hu3D6VHvlc:
EVOLVQSGAEVKRPGALVKISCKASGFNFKDYYLHWVRQRPEQGLEWMGWIDPEN
GDTVYDEKFQGRVTITADTSTNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00689] SEQ ID NO:49; hu3D6VHv1d:
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EVQLVQSGAEVKRPGALVKISCKASGYTFTDYYLHWVRQRPEQGLEWMGWVDPED
GDTVYAEKFQGRVTITADTSTNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00690] SEQ ID NO:50; hu3D6VHvle:
EVQLVQSGADVVKPGALVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIGWIDPENGD
TVYAEKFQGRVTITADTSTNTAYLeLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTTLTVSS
[00691] SEQ ID NO:51; hu3D6VHV1f:
EVOLVQSGADVVKPGALVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWVDPEDG
DTVYAEKFQGRVTITADTSTDTAYMELGSLTSEDTAVYFCSTLDYWGQGTTLTVSS
[00692] SEQ ID NO:52; hu3D6VHV3:
EVOQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGFNIKDYYLHWVRQAPGKGLEWMGWIDPENG
DTVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00693] SEQ ID NO:53; hu3D6VHv3b:
EVQLVQSGAEVKKPGALVKISCKVSGYNFKDYYLHWVRQAPGKGLEWMGWIDPEN
GDTVYDEKFQGRVTITADTSTNTAYMELGSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00694] SEQ ID NO:54; hu3D6VHv3c:
EVQLVQSGAEVKKPGALVKISCKVSGYTFTDYYLHWVRQAPGKGLEWMGWVDPED
GDTVYAEKFQGRVTITADTSTNTAYMELGSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00695] SEQ ID NO:55; hu3D6VHv4:
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKVSGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGKATITADTSTNTAYLELGSLTSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00696] SEQ ID NO:56; hu3D6VHv4b:
EVOLVQSGAEVVKPGALVKISCKVSGYNFKDYYLHWVRQRPGKGLEWMGWIDPEN
GDTVYDEKFQGRVTITADTSTDTAYLELGSLTSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00697] SEQ ID NO:57; hu3D6VHvA4c:
EVQLVQSGAEVVKPGALVKISCKVSGYTFTDYYLHWVRQRPGKGLEWMGWVDPED
GDTVYAEKFQGRVTITADTSTDTAYLELGSLTSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00698] SEQ ID NO:58; CDR-H1l Alterno de Kabat-Chothia (como en
hu3D6VH1c).
GFNFKDYYLH
[00699] SEQ ID NO:59; CDR-H1lAlterno de Kabat-Chothia, (como en
hu3D6VHv1d, hu3D6VHv3c, y hu3D6VHvA4C).
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GYTFTDYYLH
[00700] SEQ ID NO:60; CDR-H1 Alterno de Kabat-Chothia (como en
hu3D6VHv3b y hu3D6VHv4b)
GYNFKDYYLH
[00701] SEQ ID NO:61; CDR-H2 Alterno de Kabat (como en
hu3D6VHV1bA11B6G?2).
WVDPEDGDTVYAPKFQG
[00702] SEQ ID NO:62, CDR-H2 Alterno de Kabat (como en hu3D6VHvlc,
hu3D6VHv3b, y hu3aD6VHv4b.
WIDPENGDTVYDEKFQG
[00703] SEQ ID NO:63; CDR-H2 Alterno de Kabat como en hu3D6VHv1d,
hu3D6VHv1f, hu3D6VHv3c, y hu3D6VHvA4c).
WVDPEDGDTVYAEKFQG
[00704] SEQ ID NO:64; CDR-H2 Alterno de Kabat (como en hu3D6VHvle).
WIDPENGDTVYAEKFQG
[00705] SEQ ID NO:65; CDR-H3 Alterno de Kabat (como en hu3D6VHv1f)
LDY
SEQ ID NO:66; region variable de cadena pesada del anticuerpo de ratén 6A10.
EVOLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGLNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPEND
DTEYAPKFQGRATLTTDTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCTPLDYWGQGTSVTVSS
[00706] SEQ ID NO:67; CDR-H1 de Compuesto de Kabat/Chothia del
anticuerpo de ratén 6A10.
GLNIKDYYIH
[00707] SEQ ID NO:68; CDR-H2 de Kabat del anticuerpo de raton 6A10.
WIDPENDDTEYAPKFQG
[00708] SEQ ID NO:69; CDR-H3 de Kabat del anticuerpo de ratén 6A10
LDY
[00709] SEQ ID NO:70; Plantilla de estructura VH de Mus (PDB#1CR9_H)
KVKLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGFNIKDYYIQWVKQRPEQGLEWIGWIDPENG
NSEYAPRFQGKATMTADTLSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCNADLHDYWGQGTTLTVS
S
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[00710] SEQ ID NO:71; secuencia de consenso de aminoacidos de VH de
las Figuras 4A 'y 4B de PCT/IB2017/052544
EVOQLVQSGAEVVKPGALVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGRVTITADTSTNTAYLELGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00711] SEQ ID NO:72; cadena pesada de anticuerpo quimérico de 3D6
EVOLQQSGADLVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYLHWVRQRPEQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTTLTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
[00712] SEQ ID NO:73; cadena ligera de anticuerpo quimérico de 3D6
DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSK
LDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
[00713] SEQ ID NO:74; secuencia de amino&cidos de modelo estructural de
variable de cadena pesada Acc.No. 5SMYX-VH_mSt
EVQLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYIFNNYWINWVKQRPGQGLEWIGQIYPGDG
DTNYNGKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREGYIVYWGQGTLVTVS
A
[00714] SEQ ID NO:75; secuencia de aminoacidos de aceptor variable de
cadena pesada Acc.No. 2RCS-VH_huFrwk
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDTYMHWVKQRPEQGLEWIGRIDPANG
NTKYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCASYYGIYWGQGTTLTVSS
[00715] SEQ ID NO:76; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvbl
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDYYLHWVKQRPEQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTTLTVSS
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[00716] SEQ ID NO:77; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb2
EVOQLVQSGAEVVKPGASVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLELSSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00717] SEQ ID NO:78; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb3
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPENG
DTIYDPKFQGRATITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00718] SEQ ID NO:79; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb4
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPENG
DTIYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00719] SEQ ID NO:80; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb5
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPEDG
ETIYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00720] SEQ ID NO:81; secuencia de aminoacidos de modelo estructural
variable de cadena ligera Acc.No. 5SMYX-VL_mSt
DVVLTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYVVSK
LDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPFTFGSGTKLEIK
[00721] SEQ ID NO:82; secuencia de aminoacidos de aceptor variable de
cadena ligera Acc.No. ARX71335-VL_huFrwk
DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSK
LDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVHYCEQGTHFPLTFGAGTKLELK
[00722] SEQ ID NO:83; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena ligera del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VLvb1l
DVVMTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVSK
LDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVHYCWQGTHFPYTFGAGTKLELK
[00723] SEQ ID NO:84; secuencia de aminoacidos de region variable de

cadena ligera del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VLvb2
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DVVMTQSPLSLSVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGAGTKLEIK
[00724] SEQ ID NO:85; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena ligera del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VLvb3
DVVMTQSPLSLSVTLGEPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00725] SEQ ID NO:86; secuencia de aminoacidos de un CDR-H1 Alterno de
Compuesto de Kabat-Chothia de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en
hu3D6VHvb4 y hu3D6VHVDb5)
GFTIKDYYLH
[00726] SEQ ID NO:87; secuencia de aminoacidos de un CDR-H2 Alterno de
Kabat de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en hu3D6VHvb3 y hu3D6VHvb4)
WIDPENGDTIYDPKFQG
[00727] SEQ ID NO:88; secuencia de aminoacidos de un CDR-H2 Alterno de
Kabat de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en hu3D6VHvb5)
WIDPEDGETIYDPKFQG
[00728] SEQ ID NO:89; secuencia de aminoacidos de un CDR-L1 Alterno de
Kabat de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en hu3D6VLvb3)
RSSQSLLDSDGKTYLN
[00729] SEQ ID NO:90; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb6
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPEDG
ETVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00730] SEQ ID NO:91; secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena pesada del anticuerpo humanizado 3D6 hu3D6VHvb7
EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFTIKDYYLHWVRQRPGKGLEWIGWIDPEDG
ETVYDPKFQGRVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00731] SEQ ID NO:92; secuencia de aminoacidos de un CDR-H2 Alterno de
Kabat de un anticuerpo humanizado 3D6 (como en hu3D6VHvb6 y hu3D6VHvb7)
WIDPEDGETVYDPKFQG
[00732] SEQ ID NO:93; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
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variante L54D, también conocido como L2-DIM21
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KDDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00733] SEQ ID NO:94; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L54G, también conocido como L2-DIM7
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00734] SEQ ID NO:95; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L45N
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KNDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00735] SEQ ID NO:96; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L54E
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KEDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00736] SEQ ID NO:97; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L50E
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYEVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00737] SEQ ID NO:98; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L54Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KQDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00738] SEQ ID NO:99; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L50D
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYDVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00739] SEQ ID NO:100; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L54K
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KKDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
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[00740] SEQ ID NO:101; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L54R
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00741] SEQ ID NO:102; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L54T
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KTDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00742] SEQ ID NO:103; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L50G, también conocido como L2-DIM22
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYGVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00743] SEQ ID NO:104; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante 148G
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLGYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00744]  SEQ ID NO:105; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante 148D
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLDYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00745] SEQ ID NO:106; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L47G
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRGIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00746] SEQ ID NO:107; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante Y49E
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIELVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00747] SEQ ID NO:108; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L54V
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DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KVDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00748] SEQ ID NO:109; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L54S
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KSDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00749] SEQ ID NO:110; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante S52G, también conocido como L2-DIM9
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVG
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00750] SEQ ID NO:111; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L47N
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRNIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00751] SEQ ID NO:112; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L47D
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRDIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00752] SEQ ID NO:113; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L47E
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRREIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00753] SEQ ID NO:114; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L47P
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRPIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00754] SEQ ID NO:115; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L47T
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRTIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00755] SEQ ID NO:116; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
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variante L47S
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRSIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00756] SEQ ID NO:117; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L47A
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRAIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00757] SEQ ID NO:118, region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L50V
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYVVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00758] SEQ ID NO:119; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50G_L54R, también conocido como L2-DIM1
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYGVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00759] SEQ ID NO:120; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50G_L54G, también conocido como L2-DIM2
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYEVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00760] SEQ ID NO:121; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_S52G_L54G, también conocido como L2-DIM3
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVG
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00761] SEQ ID NO:122; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_S52G_L54R, también conocido como L2-DIM4
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVG
KRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00762] SEQ ID NO:123; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_S52G_L54T, también conocido como L2-DIM5
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVG
KTDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
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[00763] SEQ ID NO:124; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_S52G_L54D, también conocido como L2-DIM6
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVG
KDDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00764] SEQ ID NO:125; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q L54R
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00765] SEQ ID NO:126; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q _L54G
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00766] SEQ ID NO:127; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L54D, también conocido como L2-DIM12
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVS
KDDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00767] SEQ ID NO:128; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50G, también conocido como L2-DIM13
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYGVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00768] SEQ ID NO:129; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50D, también conocido como L2-DIM14
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYDVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00769] SEQ ID NO:130; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L54T
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYDVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00770] SEQ ID NO:131; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_S52G
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DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVG
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00771] SEQ ID NO:132; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50D_L54G, también conocido como L2-DIM17
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYDVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00772] SEQ ID NO:133; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50D_L54R, también conocido como L2-DIM18
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYDVS
KRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00773] SEQ ID NO:134; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50E_L54G, también conocido como L2-DIM19
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYEVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00774] SEQ ID NO:135; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50E_L54R, también conocido como L2-DIM20
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYEVS
KRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00775] SEQ ID NO:136; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50G_L54R_G100Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYGVS
KRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00776] SEQ ID NO:137; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q L50G_L54G_G100Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYGVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00777] SEQ ID NO:138; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_S52G_L54R_G100Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVG
KRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00778] SEQ ID NO:139; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
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variante L37Q_S52G_L54D_G100Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVG
KDDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00779] SEQ ID NO:140; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50D_L54G_G100Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYDVS
KGDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00780] SEQ ID NO:141; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50D_L54R_G100Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYDVS
KRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00781] SEQ ID NO:142; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L50V_L54D_G100Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYVVS
KDDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00782] SEQ ID NO:143; region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q, también conocido como L2-DIM8
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00783] SEQ ID NO:144 region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante G100Q
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPRRLIYLVS
KLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGQGTKLEIK
[00784] SEQ ID NO:145 region variable de cadena ligera de un hu3D6VLv2
variante L37Q_L54E
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVS
KEDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIK
[00785] SEQ ID NO:146; heavy chain variable region of a hu3D6VHv1bAl11l
variante D60E, también conocido como h3D6VHvb8
EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWIDPENG
DTVYEPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
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[00786] SEQ ID NO:147 heavy chain variable region of a hu3D6VHv1bA11l
variante L82cV
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSVTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00787] SEQ ID NO:148; heavy chain variable region of a hu3D6VHv1bA11l
variante D60E_L80M_Q81E_L82cV_T83R, también conocido como h3D6VHvb9
EVOLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWIDPENG
DTVYEPKFQGRATITADTSTDTAYMELGSVRSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSS
[00788] SEQ ID NO:149; secuencia de aminoacidos de una CDR-H2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en h3D6VHvb8 y en
h3D6VHvVbh9)
WIDPENGDTVYEPKFQG
[00789] SEQ ID NO:150; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54D y en
hu3D6VLv2 L37Q_L54D):
LVSKDDS
[00790] SEQ ID NO:151; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54G y en
hu3D6VLv2 L37Q_L54G):
LVSKGDS
[00791] SEQ ID NO:152; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54N):
LVSKNDS
[00792] SEQ ID NO:153; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54E y en
hu3D6VLv2 L37Q_L54E):
LVSKEDS
[00793] SEQ ID NO:154; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L50E):
EVSKLDS
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[00794] SEQ ID NO:155; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54Q):
LVSKQDS
[00795] SEQ ID NO:156; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L50D y en
hu3D6VLv2 L37Q_L50D):
DVSKLDS
[00796] SEQ ID NO:157; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54K):
LVSKKDS
[00797] SEQ ID NO:158; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54R y en
hu3D6VLVv2 L37Q_L54R):
LVSKRDS
[00798] SEQ ID NO:159; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54T y en
hu3D6VLVv2 L37Q_L54T):
LVSKTDS
[00799] SEQ ID NO:160; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L50G y en
hu3D6VLv2 L37Q_L50G):
GVSKLDS
[00800] SEQ ID NO:161; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54V):
LVSKVDS
[00801] SEQ ID NO:162; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L54S):
LVSKSDS
[00802] SEQ ID NO:163; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 S52G y en
hu3D6VLv2 L37Q_S52G):
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LVGKLDS
[00803] SEQ ID NO:164; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2 L50V):
VVSKLDS
[00804] SEQ ID NO:165; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54R and hu3D6VLv2 L37Q_L50G_L54R_G100Q):
GVSKRDS
[00805] SEQ ID NO:166; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50G_L54G y en hu3D6VLV2 L37Q_L50G_L54G_G100Q):
GVSKGDS
[00806] SEQ ID NO:167; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54G):
LVGKGDS
[00807] SEQ ID NO:168; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54R y en hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54R_G100Q):
LVGKRDS
[00808] SEQ ID NO:169; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54T):
LVGKTDS
[00809] SEQ ID NO:170; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_S52G_L54D y en hu3D6VLV2 L37Q_S52G_L54D_G100Q):
LVGKDDS
[00810] SEQ ID NO:171; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q _L50D_L54G y en hu3D6VLv2 L37Q_L50D_L54G_G100Q):
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DVSKGDS
[00811] SEQ ID NO:172; secuencia de amino&cidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q _L50D_L54R y en hu3D6VLv2 L37Q L50D L54R_G100Q):
DVSKRDS
[00812] SEQ ID NO:173; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q _L50E_L54G):
EVSKGDS
[00813] SEQ ID NO:174; secuencia de amino&cidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q _L50E_L54R):
EVSKRDS
[00814] SEQ ID NO:175; secuencia de aminoacidos de una CDR-L2 alterna
de Kabat de un anticuerpo 3D6 humanizado (como en hu3D6VLv2
L37Q_L50V_L54D_G100Q):
VVSKDDS
[00815] SEQ ID NO:176; secuencia de aminoacidos de una region constante
de cadena pesada (IgG1: alotipo G1m17,1):
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
[00816] SEQ ID NO:177; secuencia de aminoacidos de una region constante
de cadena ligera (kappa):
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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[00817] SEQ ID NO:178; secuencia de aminioacidos de una cadena pesada
madura de una variante de 3D6 humanizado (hu3D6VHv1bAll IgG1 G1m17
alotipo)

EVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVRQRPGQGLEWIGWIDPENG
DTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYFCSTLDFWGQGTLVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[00818] SEQ ID NO:179; secuencia de aminoacidos de una cadena ligera
madura de una variante de 3D6 humanizado (hu3D6VLv2 variante
L37Q_S52G_L54R, L2-DIM4 kappa)

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLQQRPGQSPRRLIYLVG
KRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPYTFGGGTKLEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

[00819] SEQ ID NO:180; secuencia de aminoacidos de una cadena pesada
de una variante de 3D6 humanizado (hu3D6VHv1bA11 IgG1 alotipo G1m17) con
péptido sefial de alfa-lactalbamina bovina en el N-terminal

MMSFVSLLLVGILFHATQAEVQLVQSGAEVVKPGATVKISCKASGFNIKDYYLHWVR
QRPGQGLEWIGWIDPENGDTVYDPKFQGRATITADTSTDTAYLQLGSLTSEDTAVYFC
STLDFWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK
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[00820] SEQ ID NO:181; secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de
una variante de 3D6 humanizado (hu3D6VLv2 variante L37Q_S52G_L54R, L2-
DIM4 kappa) con péptido sefial de alfa-lactalbumina bovina en el N-terminal.
MMSFVSLLLVGILFHATQADVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLN
WLQQRPGQSPRRLIYLVGKRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQ
GTHFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC
[00821] SEQ ID NO:182; secuencia de nucledtidos que codifica a heavy
chain of una variante de 3D6 humanizado (hu3D6VHv1bA1ll IgG1 G1m17 alotipo)
con péptido sefal de alfa-lactalbimina bovina en el N-terminal
ATGATGTCCTTTGTCTCTCTGCTCCTGGTTGGCATCCTATTCCATGCCACCCAGG
CCGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCAGAGGTTGTGAAGCCAGGGGCCACAG
TCAAGATCTCCTGTAAGGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACTACTATCTGCACTGG
GTGCGGCAGAGGCCTGGACAGGGCCTGGAGTGGATTGGATGGATTGATCCTGAG
AATGGTGATACTGTGTATGACCCGAAGTTCCAGGGCAGGGCCACTATAACAGCAG
ACACATCCACCGACACAGCCTACCTGCAGCTCGGCAGCCTGACATCTGAGGACAC
TGCCGTCTATTTCTGTTCTACCCTGGACTTCTGGGGCCAAGGCACCCTTGTCACAG
TCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCTAGCAA
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAC
CTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACC
GTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCA
CACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGT
GGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGAGAGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAAT
GGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCC
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CCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA
GGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTA
TTCCAAACTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT
CTCCCGGGAAATGATGAGATCTCGAG

[00822] SEQ ID NO:183; secuencia de nucleotidos que codifica una cadena
ligera de wuna variante de 3D6 humanizado (hu3D6VLv2 Vvariante
L37Q_S52G _L54R, L2-DIM4 kappa) con péptido sefial de alfa-lactalbamina
bovina en el N-terminal

ATGATGTCCTTTGTCTCTCTGCTCCTGGTTGGCATCCTATTCCATGCCACCCAGG
CCGATGTTGTGATGACCCAGTCTCCACTCTCTTTGCCCGTTACCCTTGGACAACCT
GCCTCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATGGAAAGACATA
TTTGAATTGGTTGCAACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCACGGCGCCTAATCTATCTG
GTGGGCAAACGGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGG
ACAGATTTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGAGTTTATTA
TTGCTGGCAAGGCACACATTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAA
ATAAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GCTTAAGTCCGGAACTGCTAGCGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGA
GAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCT
GACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACC
CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGT
GAGATCTCGAG

[00823] SEQ ID NO:184; secuencia de aminoacidos de una region de
repeticion de unién a microtubulos de tau 1 (residuos de aminoacidos 255-271 de
SEQ ID NO:1)

NVKSKIGSTENLKHQPG

[00824] SEQ ID NO:185; secuencia de aminoacidos de una region de
repeticion de unién a microttbulos de tau 2 (residuos de aminoacidos 286-302 de
SEQ ID NO:1)
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NVQSKCGSKDNIKHVPG
[00825] SEQ ID NO:186; secuencia de aminoacidos de una region de
repeticion de union a microtubulos de tau 3 (residuos de aminoéacidos 317-333 de
SEQ ID NO:1)
KVTSKCGSLGNIHHKPG
[00826] SEQ ID NO:187; secuencia de aminoacidos de una region de
repeticion de union a microtdbulos de tau 4 (residuos de aminoacidos 349-365 de
SEQ ID NO:1)
RVQSKIGSLDNITHVPG
[00827] SEQ ID NO:188; secuencia de aminoacidos un motivo central de tau
unido por 3D6
KIGSTENLKH
[00828] SEQ ID NO:189; secuencia de aminoacidos de secuencia de tau N-
terminal a un motivo central de tau unido por 3D6
NVKS
[00829] SEQ ID NO:190; secuencia de aminoacidos de secuencia de tau C-
terminal a un motivo central de tau unido por 3D6
QPG
[00830] SEQ ID NO:191; secuencia de aminoacidos de epitopo de 3D6
KXXSXXNX(K/H)H
[00831] SEQ ID NO:192; secuencia de aminoacidos un motivo central de tau
unido por 3D6
KCGSKDNIKH
[00832] SEQ ID NO:193; secuencia de aminoacidos un motivo central de tau
unido por 3D6
KCGSLGNIHH
[00833] SEQ ID NO:194; secuencia de aminoacidos un motivo central de tau
unido por 3D6
KIGSLDNITH
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