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ANTICUERPOS ANTI-UNC5C

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con
anticuerpos y fragmentos de estos capaces de unirse al
UNC5C, vy particularmente, aungque no exclusivamente, a
nuevos anticuerpos terapéuticos. También se describen
métodos para usar anticuerpos anti-UNC5C en el tratamiento

de enfermedades neurodegenerativas.

ANTECEDENTES

La Organizacidén Mundial de la Salud (OMS) estima
que la demencia es actualmente la séptima causa principal
de muerte entre todas las enfermedades y una de las
principales causas de discapacidad y dependencia entre las
personas mayores a nivel mundial.

La enfermedad de Alzheimer (AD, por sus siglas en
inglés) es la causa mas comin de demencia que afecta a 1
de cada 14 individuos mayores de 65 afios (Prince, M et al
(2014)). La AD es un trastorno neurodegenerativo progresivo
con atrofia cerebral gque conduce a un deterioro cognitivo
progresivo, que incluye dificultad para la memoria a corto
plazo, deterioro del habla expresiva, del procesamiento

visoespacial y del procesamiento ejecutivo (agilidad
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mental) (Knopman, D.S., et al. (2021)). Se estan buscando
activamente nuevas terapias para la enfermedad de Alzheimer
para modificar el curso de la enfermedad. Los candidatos
actuales que se dirigen a la inmunidad beta-amiloide, Tau
e innata en el cerebro han mostrado en algunos casos efectos
farmacodinadmicos sobre los mecanismos patoldgicos en
ensayos clinicos, pero aun no han demostrado una
modificacidén convincente de la enfermedad en ensayos
clinicos en etapa avanzada hasta la fecha (Golde TE (2022)).

La demencia frontotemporal (FTD, por sus siglas en
inglés) es una forma comin de demencia en menores de 65 afios
y se espera que aumente su prevalencia a medida que la
poblacién envejece (Rosso SM, et al. 2003). La FTD es un
término general para un grupo de enfermedades
neurodegenerativas caracterizadas por déficits progresivos
en el comportamiento, la funcién ejecutiva y el lenguaje
(Bang J, et al. 2015). Si bien nuestra comprensién de la
patofisiologia ha mejorado considerablemente en la Ultima
década, se ha sugerido gque el desarrollo de farmacos
modificadores de la enfermedad aun esta a afios de distancia
(Panza, F., et al. (2020)).

La AD y la FTD forman parte de un espectro de
demencias con etiologia y patologia relacionadas dque
también incluye la enfermedad de Parkinson (PD), 1la
demencia wvascular y la encefalopatia traumatica crénica

(CTE, por sus siglas en inglés).
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La esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) es un
subtipo de enfermedad de la neurona motora. Se trata de un
trastorno neurodegenerativo que afecta principalmente al
sistema de neuronas motoras, dando lugar a debilidad
muscular y eventual paralisis (Hardiman, O., et al.
(2017)). Actualmente no existe un tratamiento efectivo
para la ELA. La ELA y la FTD se superponen clinica,
radioldgica, patoldgica y genéticamente, y entre 10 y 15 %
de los pacientes con ELA reciben ademas un diagndéstico de
FTD (Phukan J, et al. Lancet Neurol. 2007;6(11):994-100).
Debido a la superposicidén mecanicista entre FTD y ELA,
ambas enfermedades se consideran dos extremos de un
espectro patoldgico, con sintomas predominantemente
cognitivos en un extremo y disfuncidén de la neurona motora
en el otro (Burrell JR et al. 2011).

Sigue existiendo la necesidad de mejorar las

terapias modificadoras de enfermedades neurodegenerativas

tales como AD, FTD y ELA.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a nuevos
anticuerpos para UNC5C. Al estudiar 1las —respuestas
inmunitarias de individuos qgue muestran resiliencia a la
neurodegeneraciédn a pesar del aumento del riesgo de

enfermedad, 1los presentes inventores identificaron una
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secuencia convergente de dominio variable de cadena pesada
(VH) que estaba presente en multiples individuos
resilientes y, por lo tanto, es probable que tuviera una
funcién protectora contra la neurodegeneracién. Esta VH se
emparejdé con un dominio variable de cadena ligera (VL) vy
la deconvolucidén de diana para el anticuerpo resultante,
ATL 5262, reveld que UNC5C era su diana. Pruebas
adicionales de este anticuerpo mostraron que este
anticuerpo compite con la netrina 1, ligando de UNC5C, por
la unidén al UNCS5C. Los presentes inventores identificaron
ademas anticuerpos candidatos derivados de ATL 5262
mediante la modificacién de la secuencia de cadena pesada.
Estas modificaciones se realizaron para mejorar aln mas
las propiedades, sin limitarse a una inmunogenicidad
reducida, estabilidad mejorada, potencia de unioén
mejorada, y propiedades farmacocinéticas mejoradas. Estos
nuevos anticuerpos con propiedades mejoradas incluyen
anticuerpos que comprenden la cadena pesada de anticuerpos
referidos en la presente como ATL 0005262, ATL 0005998,
ATL 0006001, ATL 0006002, ATL 0006003, ATL 0006036,
ATL 0006039, ATL 0006177, ATL 0006178, ATL 0006187,
ATL 0006291, ATL 0006530, ATL 0006531, ATL 0006532,
ATL 0006533, ATL 0006534, ATL 0006535, ATL 0006536,
ATL 0006537, ATL 0006538 'y ATL 0006539. Las cadenas
pesadas de anticuerpos referidas en la presente como

ATL 0005262; ATL 0006002; ATL 0006036; ATL 0006039,
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ATL 0006177 y ATL 0006178 mostraron ser particularmente
prometedores. Se espera que los anticuerpos descritos en
la presente mejoren o reviertan la neurodegeneracidn, por
ejemplo en enfermedades neurodegenerativas tales como FTD,
AD y ELA, al unirse al UNC5C. En particular, es relevante
seflalar que las cadenas pesadas descritas en la presente
y los anticuerpos derivados de estas se identificaron
basados en la convergencia en individuos resilientes en
cohortes de pacientes considerados, de cualquier otra
manera, en riesgo de desarrollar enfermedad
neurodegenerativa. Como tal convergencia es extremadamente
improbable por casualidad, los anticuerpos estan hasta
cierto punto “bioldégicamente validados” como susceptibles
de tener funciones terapéuticas.

En un primer aspecto, la descripcidén proporciona
un anticuerpo aislado o fragmento de anticuerpo de este
que se une especificamente a la proteina UNC5C o un
fragmento de esta, en donde el anticuerpo imita y/o compite
con Netrina-1 para unirse al UNC5C, opcionalmente en donde
la competencia con Netrina-1 se determina mediante ELISA.

Las modalidades del primer aspecto pueden tener
una o més de las siguientes caracteristicas opcionales.

El anticuerpo aislado puede wunirse al UNCS5C
humano y/o de ratdén, por ejemplo, el anticuerpo puede
unirse al UNC5C humano con una EC50 de como méximo 9, 81E-

08 M, o como méaximo 1E-08M, o como méximo 5,5E-09M o como
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maximo 9,7E-09M seguin se evalla mediante ELISA (tal como
la unidén de rhUNCS5C en placa).

El anticuerpo puede reducir la apoptosis mediada
por UNC5C. Por ejemplo, el anticuerpo puede reducir la
apoptosis neuronal mediada por UNC5C. El1l anticuerpo puede
reducir 1la apoptosis (mediada por UNC5C) en neuronas
derivadas de células madre pluripotentes inducidas (iPSC,
por sus siglas en inglés). El anticuerpo puede reducir la
apoptosis (mediada por UNC5C) en células de neuroblastoma,
p. ej., células SH-SY5Y. La apoptosis puede medirse
midiendo la caspasa 3/7.

El anticuerpo puede unirse selectivamente al
UNC5C sobre otro o més receptores de netrina, por ejemplo,
el anticuerpo puede unirse selectivamente al UNC5C sobre
uno o mas (o todos): neogenina, DCC y DSCAM, UNC5A, UNCS5B,
UNC5. El anticuerpo puede unirse al UNC5C de acuerdo con
la sec. con num. de ident.: 99 y a una variante UNC5C T835M
de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 110.

El anticuerpo puede reducir la toxicidad beta-
amiloide en las neuronas, por ejemplo, el anticuerpo puede
reducir la muerte celular de las neuronas tratadas con beta-
amiloide in vitro y/o reducir una sefial de caspasa 3/7 en
respuesta a la citotoxicidad inducida por beta-amiloide.
El anticuerpo puede mejorar la salud sindptica. La salud
sindptica mejorada puede evaluarse mediante: (i) un aumento

de la expresidédn neuronal de una o mas proteinas sindpticas
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seleccionadas de: PSD95, sinaptofisina, sinapsina-1,
sinaptotagmina-1, neurofilamento-L y GAP-43; vy/o (ii)
aumento del crecimiento y/o ramificacién neuronal; (iii)
aumento de la sincronicidad de disparo y/o la frecuencia
de disparo de las neuronas, p. €j., el anticuerpo puede
aumentar el indice de sincronia y la frecuencia de disparo
de las neuronas motoras con una mutacién TDP43 Q331K.

E1l anticuerpo puede mejorar la funcidén vy/o
supervivencia de las neuronas dopaminérgicas. Una mejora en
la funcidén y/o supervivencia de la neurona dopaminérgica
puede evaluarse mediante un rescate al menos parcial, por
el anticuerpo, de los efectos de la haploinsuficiencia UNC5C
o Netrina-1 sobre la inervacidén por neuronas dopaminérgicas
a la corteza prefrontal medial, y/o contenido de dopamina
en la corteza prefrontal medial. El anticuerpo puede reducir
la neurodegeneracién de neuronas dopaminérgicas. Esto puede
evaluarse midiendo la neurodegeneracidén tras la exposicidn
a una neurotoxina tal como 6-hidroxidopamina (6-OHDA) .

El anticuerpo puede unirse a la regidn extracelular
de UNC5C. En particular, el anticuerpo puede unirse a un
epitopo en el dominio de inmunoglobulina N-terminal de UNCS5C
(también denominado “primer dominio de inmunoglobulina”). E1
anticuerpo puede unirse a uno o mas residuos de UNC5C que
estédn implicados en la unién de Netrina-1 al UNC5C. E1
anticuerpo puede unirse a un epitopo en UNC5C gque comprende

uno o mas de, o todos, los siguientes residuos: Thr89, G1ln90,
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Glnl02, Lysl03, Vall07, Aspl08, Glul09, ArgllO, Vvallll,
I1lel18, Argl20 de UNCS5C cuando se numeran de acuerdo con la
sec. con num. de ident.: 99, opcionalmente en donde el
anticuerpo se une a los residuos Thr89, Gln90, GIlnl02,
Lysl103, VvVallQ07, Glul09, Ilell8, y Argl20 de UNCS5SC cuando se
numeran de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 99.

El anticuerpo puede comprender un dominio
variable de cadena pesada (VH) con las siguientes CDR:

CDRH1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la sec.

con num. de ident.: 20, CDRH2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 21 o la sec.
con num. de ident.: 22, y CDRH3 gque comprende la secuencia
de aminoédcidos de la sec. con num. de ident.: 23, o un

conjunto de CDR que contiene una o dos mutaciones de
aminodcidos, opcionalmente sustituciones, en comparacidn
con el conjunto anterior de CDR. Por 1lo tanto, el
anticuerpo puede tener una VH que comprende la CDRH1, CDRH2
y CDRH3 o ATL 5262 o ATL6178, y variantes de estas (p.
ej., ATL 6033, 6034, 6035, 6036, 6037, 6038, 6039).

El anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena pesada (VH) con las siguientes secuencias marco:
HFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50, HFWR2 de la sec.
con num. de ident.: 51, HEFWR3 de la sec. con num. de ident.:
55 y HFWR4 de la sec. con num. de ident.: 62, o secuencias
marco con una a cinco mutaciones, por ejemplo

sustituciones, en comparacidén con las secuencias marco
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anteriores. Las mutaciones en las secuencias marco pueden
seleccionarse de las siguientes posiciones en la numeracidn
IMGT estandar: HFWR2: posiciones 40, 49, HFWR3: posiciones
80, 82, 86 y/o en donde las sustituciones en las secuencias
marco se seleccionan de las siguientes posiciones en la
numeracidén IMGT esténdar: HFWR2: en la posicidédn 40: T40S,
en la posicidédn 49: R49G, HFWR3: en la posicidén 80: I80V,
en la posicidén 82: T82K, en la posicién 86: H86Q. Las
mutaciones en las secuencias marco pueden no incluir una
mutacidén en la posicidén 67 en la numeracidn IMGT estandar.

El anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena pesada (VH) con las siguientes secuencias marco: HFWR1
de la sec. con num. de ident.: 50; HEFWR2 de la sec. con num.
de ident.: 51, 52, 53 o 54; HFWR3 de la sec. con num. de
ident.: 55, 56, 57, 58 o 6l; HFWR4 de la sec. con num. de
ident.: 62. Por ejemplo, el anticuerpo puede tener un dominio
variable de cadena pesada (VH) con las siguientes secuencias
marco: HFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50; HFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 52; HFWR3 de la sec. con num. de
ident.: 61; y HFWR4 de la sec. con nUm. de ident.: 62.

El anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena pesada (VH) que comprende una secuencia seleccionada

o)

que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al
menos 95 % de identidad de secuencia con una secuencia

seleccionada de las sec. con nums. de ident.: 1 (ATL 5262

VH), 5  (ATL 0006036 VH), 8  (ATL 0006039 VH), 91
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(ATL 0006177 VH), y 93 (ATL 0006178 VH). Por ejemplo, el
anticuerpo puede tener un dominio variable de cadena pesada
(VH) que comprende una secuencia que tiene al menos 80 %,
al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de identidad
de secuencia con una secuencia seleccionada de: la sec. con
num. de ident.: 91 (ATL 6177 VH); la sec. con num. de ident.:
93 (ATL 6178 VH). El anticuerpo puede tener un dominio
variable de cadena pesada (VH) gue comprende una secuencia
seleccionada que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 % o al menos 95 % de identidad de secuencia con una
secuencia seleccionada de las sec. con nums. de ident.: 1
(ATL 5262 VH), 5 (ATL 0006036 VH), 8 (ATL 0006039 VH), 91
(ATL 0006177 VH), y 93 (ATL 0006178 VH). Por ejemplo, el
anticuerpo puede tener un dominio variable de cadena pesada
(VH) que comprende una secuencia que tiene al menos 80 %,
al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de identidad
de secuencia con una secuencia seleccionada de: la sec. con
num. de ident.: 91 (ATL 6177 VH); la sec. con num. de ident.:
93 (ATL 6178 VH).

El anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena pesada (VH) que comprende CDRH1, CDRH2 vy CDRH3
dentro de un marco de linea germinal, siempre que la
posicién 67 en la numeracidn IMGT esténdar sea Q.

El anticuerpo puede comprender un dominio

variable de cadena pesada (VH) con las siguientes CDR:

CDRH1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la sec.

10
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con num. de ident.: 115 o 116, CDRH2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
117 o 118, 'y CDRH3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 119 o 120,
opcionalmente en donde el anticuerpo comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) con las CDR de ATL 6187 VH
(sec. con num. de ident.: 115, 117 y 119) o las CDR de
ATL 6191 VH (sec. con num. de ident.: 116, 118 y 120).

El anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena pesada (VH) con las siguientes secuencias marco: HFWR1
de la sec. con num. de ident.: 50; HEFWR2 de la sec. con num.
de ident.: 52 o 195; HFWR3 de la sec. con num. de ident.:
196 o 197; HFWR4 de la sec. con num. de ident.: 198 o 62: o
secuencias marco que comprenden de 1 a 5 mutaciones, tales
como sustituciones, en comparacidén con estas secuencias
marco. Por ejemplo, el anticuerpo puede comprender un dominio
variable de cadena pesada (VH) con los HEWR de ATL 6187 VH
(sec. con nums. de ident.: 50, 52, 196, 198) o los HFWR de
ATL 6191 VH (sec. con nums. de ident.: 50, 195, 197, 62). El
dominio variable de cadena pesada (VH) puede comprender una
secuencia seleccionada que tiene al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, o al menos 95 % de identidad de secuencia
con una secuencia seleccionada de las sec. con nums. de
ident.: 112 (ATL 0006187 VH) y 113 (ATL 0006191 VH).

El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo

11
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comprende un dominio variable de cadena ligera (VL) con las
siguientes CDR: CDRL1 que comprende la secuencia de
aminoadcidos de las sec. con nums. de ident.: 24, 27, 30, 31
o 32, CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 34, y CDRL3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de ident.:
40, 43, 46, 47, o un conjunto de CDR que contiene una, dos o
tres mutaciones de aminoacidos, por ejemplo sustituciones
comparadas con el conjunto anterior de las CDR. Por lo tanto,
el anticuerpo puede tener una VL con las CDR de cualquiera
de ATL 5262; 6033; 6034; 6035; 6036; 6037; 6038; 6039; 6177;
6178; 5998; 6001; 6002; y 6003, y hombéblogos 6187 y 6191.

El anticuerpo aislado puede tener un dominio
variable de cadena ligera (VL) con las siguientes secuencias
marco: LFWR1 de la sec. con num. de ident.: 63; 66; LFWR2
de la sec. con num. de ident.: 71; 73; 75; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 77; 80; y LFWR4 de la sec. con nUm. de
ident.: 85; 87; 89; o un conjunto de las FWR que contiene
de una a cinco sustituciones de aminocdcidos en comparacidn
con el conjunto anterior de FWR. Por lo tanto, el anticuerpo
puede tener una VL con la LEFWR de cualquiera de ATL 5262;
6033; 6034; 6035; 6036; 6037; 6038; 6039; 6177; 6178; 5998;
6001; 6002; y 6003, y homdélogos ATL6187 y 6191.

El anticuerpo puede tener un dominio wvariable de
cadena ligera (VL) que comprende una secuencia seleccionada

o)

gue tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al

12
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o)

menos 95 % de identidad de secuencia con una secuencia
seleccionada de las sec. con nums. de ident.: 9 (ATL 5262
VL), 12 (ATL 5998 VL), 15 (ATL 6001 VL), 16 (ATL 6002 VL),
17 (ATL 6003 VL). Por ejemplo, el anticuerpo puede tener un
dominio variable de cadena ligera (VL) gque comprende una
secuencia que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos
90 ¥ o al menos 95 % de identidad de secuencia con una
secuencia seleccionada de: Sec. de ident.: 9 (ATL 5262 VL),
sec. con num. de ident.: 16 (ATL 6002 VL); y sec. con num.
de ident.: 17 (ATL 6003 VL).

Uno o més (o todos) de los residuos de VH Tyr55,
Gly63, Thre64, Thré65, Asn66, Ser74, Argl08, Metll0 pueden
interactuar con uno o mas residuos de UNC5C; y/o uno o mas
(0 todos) de 1los residuos de VL Tyr38, Serl07, Tyrl08,
Ser109, Thrll4, pueden interactuar con uno o mas residuos
de UNC5C. Por ejemplo, el anticuerpo puede comprender una
VH con: (i) en la posicién 55; Tyr, en la posicidén 63: Gly,
en la posicién 64: Thr, en la posicién 65: Thr, en la
posicién 66: Asn, en la posicién 74: Ser, en la posiciédn
108: Arg, y en la posicidén 110: Met, o (ii) una secuencia
con sustituciones conservadoras de aminoacidos en una o mas
de estas posiciones. El anticuerpo puede comprender una VL
con: en la posicién 38: Tyr, en la posicién 107: Ser, en la
posicién 108: Tyr, en la posicién 109: Ser, en la posicidn
114: Thr, o una secuencia con sustituciones conservadoras

de aminoédcidos en una o mads de estas posiciones.

13
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El anticuerpo puede tener una VH con al menos

80

o°

de i1dentidad de secuencia con la VH de la sec. con
num. de ident.: 1 (ATL 5262 VH), y una VL con al menos

80

o°

de identidad de secuencia con la VL de la sec. con
num. de ident.: 9 (ATL 5262 VL), en donde: (a) el residuo
de VH 66 es Asn, opcionalmente en donde Asn66 interactua
con Val 107 de UNC5C; y/o (b) los residuos de VH 55, 66,
108 y 110 son respectivamente Tyr, Asn, Arg vy Met,
opcionalmente en donde Tyr55, Asn66, Argl08 y/o MetllO
interacttian con Glul09 de UNC5C; y/o (c) los residuos de
VH 108 son Arg y/o el residuo 110 es Met, opcionalmente en
donde Argl08 y/o MetllO interacttian con Ilell8 de UNCS5C;
y/o (d) los residuos de VH 55, 64, 65 son respectivamente
Tyr, Thr y Thr, opcionalmente en donde Tyr55, Thr64d y/o
Thr65 interaccionan con Argl20 de UNC5C; y/o (e) el residuo
de VH 64 es Thr, opcionalmente en donde Thr64 interactua
con Thr89 y/o Argl20 de UNC5C; y/o (f) el residuo de VH 63
es Gly, opcionalmente en donde Gly63 interacttia con G1ln90
de UNC5C; y/o (g) el residuo de VH 65 es Thr, opcionalmente
en donde Thr65 interactta con Glnl02 y/o Argl20 de UNC5C;
y/o0 (h) el residuo de VH 74 es Ser, opcionalmente en donde
Ser74 interactta con Lysl03 de UNC5C; y/o (i) el residuo
de VL 114 es Thr, opcionalmente en donde Thrll4 interactula
con Vall07 y/o Glul09 y/o ArgllO de UNC5C; vy/o (J) el
residuo de VL 109 es Ser, opcionalmente en donde Serl109

interactiia con Glul09 y/o Argll0 de UNC5C; vy/o (k) el

14
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residuo de VL 108 es Tyr, opcionalmente en donde Tyrl08
interacttia con Argll0 y/o Vallll de UNC5C; y/o (1) el
residuo de VL 107 es Ser, opcionalmente en donde Serl07
interactta con Vallll de UNC5C; y/o (m) el residuo de VL
38 es Tyr, opcionalmente en donde Tyr38 interactia con
Vallll de UNC5C; en donde los residuos de UNCS5C estéan
numerados de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 99.
El anticuerpo puede comprender un dominio
variable de cadena pesada (VH) con las siguientes CDR:
CDRH1 que comprende la secuencia de aminoacidos de las
sec. con nums. de ident.: 142-149; CDRH2 que comprende la
secuencia de aminodcidos de las sec. con nums. de ident.:
150-158, y CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de las sec. con nums. de ident.: 159-168. Por ejemplo, el
anticuerpo puede comprender una VH con las CDR de
cualquiera de los anticuerpos ATL 6530 (sec. con nums. de
ident.: 142, 150, 159); ATL 6531 (sec. con nums. de ident.:
143, 151, 160); ATL 6532 (sec. con nums. de ident.: 144,
152, 161); ATL 6533 (sec. con nums. de ident.: 145, 153,
162); ATL 6534 (sec. con nums. de ident.: 144, 152, 163);
ATL 6535 (sec. con nums. de ident.: 143, 154, 164);
ATL 6536 (sec. con nums. de ident.: 146, 155, 165);
ATL 6537 (sec. con nums. de ident.: 147, 156, 166);
ATL 6538 (sec. con nums. de ident.: 148, 157, 167);

ATL 6539 (sec. con nums. de ident.: 149, 158, 168).

15
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El anticuerpo puede tener un dominio wvariable de
cadena pesada (VH) con las siguientes secuencias marco: HFWR1
de SEQ ID NO: 199, 202, 205, 209, 212, 213, 216, 220, 224,
227; HFWR2 de las sec. con nums. de ident.: 200, 203, 206,
210, 214, 217, 221, 225, 228; HFWR3 de las sec. con nums. de
ident.: 201, 204, 207, 211, 215, 218, 222, 226, 229; HFWR4
de las sec. con nums. de ident.: 62, 208, 219, 223. Por
ejemplo, el anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena pesada (VH) con las secuencias marco de cualquiera de
los anticuerpos ATL 6530 (sec. con nums. de ident.: 199, 200,
201, 62); ATL 6531 (sec. con nums. de ident.: 202, 203, 204,
62); ATL 6532 (sec. con nums. de ident.: 205, 206, 207, 208);
ATL 6533 (sec. con nums. de ident.: 209, 210, 211, 208);
ATL 6534 (sec. con nums. de ident.: 212, 206, 207, 208);
ATL 6535 (sec. con nums. de ident.: 213, 214, 215, 208);
ATL 6536 (sec. con nums. de ident.: 216, 217, 218, 219);
ATL 6537 (sec. con nums. de ident.: 220, 221, 222, 223);
ATL 6538 (sec. con nums. de ident.: 224, 225, 226, 208);
ATL 6539 (sec. con nums. de ident.: 227, 228, 229, 208), tal
como un dominio variable de cadena pesada (VH) con las CDR
y/o las secuencias marco de ATL 6532 o ATL6533.

El anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena pesada (VH) que comprende una secuencia seleccionada
que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al
menos 95 % de identidad de secuencia con una secuencia

seleccionada de las sec. con nums. de ident.: 122
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(ATL 0006530 VH); 123 (ATL 0006531 VH); 124 (ATL 0006532
VH); 125 (ATL 0006533 VH); 126 (ATL 0006534 VH); 127
(ATL 0006535 VH); 128 (ATL 0006536 VH); 129 (ATL 0006537
VH); 130 (ATL 0006538 VH). Por ejemplo, el anticuerpo puede
tener un dominio variable de cadena pesada (VH) que
comprende una secuencia que tiene al menos 70 %, al menos

o)

75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al
menos 95 % de identidad de la secuencia con una secuencia
seleccionada de: la sec. con num. de ident.: 124 (ATL 6532
VH); la sec. con num. de ident.: 125 ATL 6533 VH).

El anticuerpo puede comprender un dominio
variable de cadena ligera (VL) con las siguientes CDR:
CDRL1 que comprende la secuencia de aminodcidos de las
sec. con nums. de ident.: 169-176; CDRL2 que comprende la
secuencia de aminodcidos de las sec. con nums. de ident.:
177-183; CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de las sec. con nums. de ident.: 184-193. Por ejemplo, el
anticuerpo puede comprender una VL con las CDR de
cualquiera de los anticuerpos ATL 6530 (sec. con nums. de
ident.: 169, 177, 184); ATL 6531 (sec. con nums. de ident.:
170, 178, 185); ATL 6532 (sec. con nums. de ident.: 171,

177, 186); ATL 6533 (sec. con nums. de ident.: 169, 177,

187); ATL 6534 (sec. con nums. de ident.: 169, 177, 188);

ATL 6535 (sec. con nums. de ident.: 172, 179, 189);
ATL 6536 (sec. con nums. de ident.: 173, 180, 190);
ATL 6537 (sec. con nums. de ident.: 174, 181, 191);
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ATL 6538 (sec. con nums. de ident.: 175, 182, 192);
ATL 6539 (sec. con nums. de ident.: 176, 183, 193).

El anticuerpo puede tener ademds un dominio
variable de cadena ligera (VL) con las siguientes secuencias
marco: LFWR1 de las sec. con nums. de ident.: 230 a 237 y
68; LFWR2 de las sec. con nums. de ident.: 239 a 246; LEWR3
de las sec. con nums. de ident.: 247 a 255; y LFWR4 de las
sec. con nums. de ident.: 256 a 258. Por ejemplo, el
anticuerpo puede comprender una VL con las FWR de cualquiera
de los anticuerpos ATL 6530 (sec. con nums. de ident.: 230,
238, 247, 256); ATL 6531 (sec. con nums. de ident.: 231, 239,
248, 257); ATL 6532 (sec. con nums. de ident.: 232, 240, 249,
258); ATL 6533 (sec. con nums. de ident.: 230, 241, 247,
256); ATL 6534 (sec. con nums. de ident.: 233, 238, 250,
256); ATL 6535 (sec. con nums. de ident.: 234, 242, 251,
257); ATL 6536 (sec. con nums. de ident.: 68, 243, 252, 257);
ATL 6537 (sec. con nums. de ident.: 235, 244, 253, 256);
ATL 6538 (sec. con nums. de ident.: 236, 245, 254, 256);
ATL 6539 (sec. con nums. de ident.: 237, 246, 255, 256).

El dominio variable de cadena ligera (VL) puede
comprender una secuencia seleccionada que tiene al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o al menos 95 % de
identidad de secuencia con una secuencia seleccionada de
las sec. con nums. de ident.: 132-141 (ATL6530-6539 VL).
Por ejemplo, el anticuerpo puede tener un dominio variable

de cadena ligera (VL) que comprende una secuencia que tiene
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al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 %
de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada
de: la sec. con num. de ident.: 134 (ATL 0006532); o la
sec. con num. de ident.: 135 (ATL 0006533).

El anticuerpo puede comprender una molécula de
anticuerpo scFv, un nanocuerpo, una regidn constante de
anticuerpo o un anticuerpo completo.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal
y/o en donde el anticuerpo es un anticuerpo completo y/o
en donde el anticuerpo es una IgGl o variante de esta,
opcionalmente en donde el anticuerpo es una variante de
IgGl L234A/L235A (LALA).

También se describe de acuerdo con un segundo
aspecto un dominio VH aislado de un anticuerpo de acuerdo
con cualquier modalidad del primer aspecto o cualquier
anticuerpo como se describe en la presente. Por lo tanto, el
fragmento de anticuerpo de acuerdo con cualgquier aspecto
anterior puede comprender un dominio VH aislado que tiene
las caracteristicas de cualquier modalidad de los aspectos
anteriores. También se describe en la presente un dominio VL
de anticuerpo aislado de un anticuerpo como se describe en
la presente. Por lo tanto, el fragmento de anticuerpo de
acuerdo con cualguier aspecto anterior puede comprender un
dominio VL aislado que tiene las caracteristicas de cualguier

modalidad de un anticuerpo como se describe en la presente.
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De acuerdo con un tercer aspecto, la descripcidn
proporciona un acido nucleico aislado que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de este, que incluye un dominio VH
o VL, como se describe en la presente.

De acuerdo con un cuarto aspecto, la descripcidn
proporciona un vector o conjunto de vectores que comprenden
el &cido nucleico de acuerdo con el aspecto anterior.

De acuerdo con un quinto aspecto, la descripcidn
proporciona una célula huésped que comprende el vector o
conjunto de vectores de acuerdo con el sexto aspecto, o
una célula huésped in vitro transformada con un &acido
nucleico del quinto aspecto.

De acuerdo con un sexto aspecto, la descripciédn
proporciona una composicién que comprende un anticuerpo o
fragmento de este, que incluye un dominio VH de anticuerpo
o un dominio VL de anticuerpo, como se describe en la
presente, y al menos un componente adicional. La
composicién puede comprender un excipiente, vehiculo o
portador farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con un séptimo aspecto, la descripcidn
proporciona un método para producir un anticuerpo o
fragmento de este, el método comprende el cultivo de células
huésped de acuerdo con el quinto aspecto en condiciones para
la produccién de dicho anticuerpo o fragmento de este. El

método puede comprender ademds aislar y/o purificar dicho
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anticuerpo o fragmento de este. El método puede comprender
ademds formular el anticuerpo o fragmento de este en una
composicidén que incluya al menos un componente adicional.

De acuerdo con un octavo aspecto, la descripcidn
proporciona un método para tratar una enfermedad o
trastorno en un sujeto, que comprende administrar al sujeto
una cantidad efectiva de un anticuerpo aislado o fragmento
de anticuerpo como se describe en la presente.

De acuerdo con un noveno aspecto, la descripcidn
proporciona un método para reducir la apoptosis en una
célula que expresa UNC5C, el método comprende poner en
contacto la célula con un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo como se describe en la presente. La célula puede
ser una neurona. El contacto puede realizarse in vitro.

De acuerdo con un décimo aspecto, la descripcidn
proporciona el uso de un anticuerpo o fragmento de este que
se une al UNCS5C, en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad o trastorno neurodegenerativo.
El anticuerpo o fragmento de este puede estar de acuerdo con
cualquier modalidad como se describe en la presente.

De acuerdo con un undécimo aspecto, la descripcién
proporciona un método de tratamiento de una enfermedad o
trastorno neurodegenerativo, el método comprende administrar
un anticuerpo o fragmento de este gque se une al UNC5C en una
cantidad terapéuticamente efectiva, a un paciente con la

enfermedad o trastorno o en riesgo de desarrollar la
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enfermedad o trastorno. El anticuerpo o fragmento de este
puede ser un anticuerpo como se describe en la presente.

De acuerdo con un duodécimo aspecto, la
descripcidén proporciona un anticuerpo o fragmento de este
que se une al UNC5C, para usar en el tratamiento de una
enfermedad o trastorno neurodegenerativo. El anticuerpo o
fragmento de este puede ser un anticuerpo o fragmento de
este como se describe en la presente. Un trastorno
neurodegenerativo de acuerdo con cualquier aspecto tal como

o )

cualquiera de los aspectos 12.°, 13. o 14.

o

puede
seleccionarse de: demencia frontotemporal (FTD), enfermedad
de Alzheimer (AD), enfermedad de Huntington (HD) ,
enfermedad de Parkinson (PD), esclerosis lateral
amiotré6fica (ELA), encefalitis inducida por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), encefalopatia traumética
crénica (CTE), demencia vascular, enfermedades pridnicas,
enfermedad corporal de Lewy, atrofia muscular espinal
(SMA), enfermedad de las neuronas motoras (MND), tales como
la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), pardlisis
supranuclear progresiva (PSP), ataxias espinocerebelosas
(SCA) tipos 1, 2, 6, 7 y 17, enfermedad de Machado—Joseph
(MJD/SCA3), atrofia palidolisiana dentatorubral (DRPLA),
atrofia muscular Dbulbar espinal tipo 1 1ligada a X
(SMAX1/SBMA), Anderson-Fabry (enfermedad de Fabry ligada a
X) y miopatias DNAJBG6. Por ejemplo, la enfermedad

neurodegenerativa puede seleccionarse de FTD, AD, HD y PD.
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La invencidén incluye la combinacidén de los
aspectos y caracteristicas preferidas descritas, excepto
cuando tal combinacién sea claramente 1inadmisible o
expresamente evitada.

Por lo tanto, también se describe en modalidades
del primer aspecto, un anticuerpo aislado o fragmento de
anticuerpo de este qgque comprende un dominio variable de
cadena pesada (VH) con 1las siguientes CDR: CDRH1 que
comprende la secuencia de aminocdcidos de la sec. con num.
de ident.: 20, CDRH2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 21 o la sec.
con num. de ident.: 22, y CDRH3 que comprende la secuencia
de aminocdcidos de la sec. con num. de ident.: 23. E1
anticuerpo puede comprender un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR con una o dos sustituciones de
aminodcidos en comparacidén con las siguientes CDR: CDRH1
que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con
num. de ident.: 20, CDRH2 gque comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 21 o la sec.
con num. de ident.: 22, y CDRH3 gque comprende la secuencia
de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 23.

También se describe de acuerdo con un aspecto
adicional, un anticuerpo aislado o fragmento de anticuerpo
de este que se une especificamente a la proteina UNCS5C o
un fragmento de esta, en donde el anticuerpo comprende un

dominio variable de cadena pesada (VH) con las siguientes
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CDR: CDRH1 que comprende la secuencia de aminocadcidos de la

sec. con num. de ident.: 20, CDRH2 que comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 21
o la sec. con num. de ident.: 22, y CDRH3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 23,

o un conjunto de las CDR gue contiene una o dos
sustituciones de aminodcidos en comparacidén con el conjunto
anterior de las CDR. Por lo tanto, el anticuerpo puede tener
una VH que comprende la CDRH1, CDRHZ y CDRH3 o ATL 5262 o
ATL6178, y variantes de estas (p. ej., ATL 6033, 6034, 6035,
6036, 6037, 6038, 6039). El anticuerpo puede imitar vy/o
competir con Netrina-1 para unirse al UNC5C. El anticuerpo
puede tener cualgquiera de las caracteristicas descritas
anteriormente en relacidén con el primer aspecto.

También se describe de acuerdo con un aspecto
adicional un anticuerpo aislado o fragmento de anticuerpo
de este que se une especificamente a la proteina UNC5C o
un fragmento de esta, en donde el anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada (VH) con las siguientes
CDR: CDRH1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la
sec. con num. de ident.: 115 o 116; CDRH2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
117 o 118; 'y CDRH3 qgue comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 119 o 120. E1
anticuerpo puede comprender un dominio variable de cadena

pesada (VH) con las CDR de ATL 6187 VH (sec. con nums. de
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ident.: 115, 117 y 119) o las CDR de ATL 6191 VH (sec. con
nums. de ident.: 116, 118 y 120). El1 anticuerpo puede
imitar y/o competir con Netrina-1 para unirse al UNC5C. E1
anticuerpo puede tener cualquiera de las caracteristicas
descritas anteriormente en relacidén con el primer aspecto.

También se describe de acuerdo con un aspecto
adicional un anticuerpo aislado o fragmento de anticuerpo de
este que se une especificamente a la proteina UNC5C o un
fragmento de esta, en donde el anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena pesada (VH) con las siguientes
CDR: CDRH1 que comprende la secuencia de aminoadcidos de las
sec. con nums. de ident.: 142-149; CDRH2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de ident.:
150-158, y CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de las sec. con nums. de ident.: 174-183. El anticuerpo puede
comprender una VH con las CDR de cualquiera de los anticuerpos
ATL 6530 (sec. con nums. de ident.: 142, 150, 159); ATL 6531
(sec. con nums. de ident.: 143, 151, 160); ATL 6532 (sec.
con nums. de ident.: 144, 152, 161); ATL 6533 (sec. con nums.
de ident.: 145, 153, 162); ATL 6534 (sec. con nums. de ident.:
144, 152, 163); ATL 6535 (sec. con nums. de ident.: 143, 154,
164); ATL 6536 (sec. con nums. de ident.: 146, 155, 165);
ATL 6537 (sec. con nums. de ident.: 147, 156, 166); ATL 6538
(sec. con nums. de ident.: 148, 157, 167); ATL 6539 (sec.
con nums. de ident.: 149, 158, 168). El anticuerpo puede

imitar y/o competir con Netrina-1 para unirse al UNC5C. E1
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anticuerpo puede tener cualgquiera de las caracteristicas
descritas anteriormente en relacidn con el primer aspecto.
De acuerdo con un tercer aspecto, se proporciona
un anticuerpo aislado o fragmento de anticuerpo de este que
se une especificamente a la proteina UNCS5C o un fragmento
de esta, para usar en el tratamiento de un trastorno
neurodegenerativo. El anticuerpo puede imitar y/o competir
con Netrina-1 para unirse al UNC5C. El1 anticuerpo puede
comprender un dominio wvariable de cadena pesada (VH) con
las siguientes CDR: CDRH1 que comprende la secuencia de
aminoadcidos de la sec. con num. de ident.: 20, CDRH2 que
comprende la secuencia de aminodcidos de la sec. con num.
de ident.: 21 o la sec. con num. de ident.: 22, y CDRH3 que
comprende la secuencia de aminodcidos de la sec. con num.
de ident.: 23. El anticuerpo puede comprender un dominio
variable de cadena pesada (VH) con las CDR con una o dos
sustituciones de aminodcidos en comparacidén con las
siguientes CDR: CDRH1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 20, CDRH2 que
comprende la secuencia de aminocdcidos de la sec. con num.
de ident.: 21 o la sec. con num. de ident.: 22, y CDRH3 que
comprende la secuencia de aminocdcidos de la sec. con num.
de ident.: 23. El anticuerpo puede comprender un dominio
variable de cadena pesada (VH) con las siguientes CDR: CDRHI1
que comprende la secuencia de aminocacidos de la sec. con

num. de ident.: 115 o 116; CDRH2 que comprende la secuencia
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de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 117 o 118; vy
CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec.
con num. de dident.: 119 o 120. El1 anticuerpo puede
comprender un dominio variable de cadena pesada (VH) con
las siguientes CDR: CDRH1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de las sec. con nums. de ident.: 142-149; CDRH2
que comprende la secuencia de aminodcidos de las sec. con
nums. de ident.: 150-158, y CDRH3 que comprende la secuencia
de aminodcidos de las sec. con nums. de ident.: 174-183.

Las modalidades de cualquiera de los aspectos
anteriores ©pueden tener una cualquiera o mas de las
siguientes caracteristicas opcionales.

El anticuerpo puede unirse al mismo sitio de
unidén en UNC5C que Netrina-1. El anticuerpo puede tener un
epitopo que al menos parcialmente se superpone al sitio de
unién de Netrina-1. El anticuerpo de cualquier aspecto

puede comprender un dominio variable de cadena pesada (VH)

o°

con las CDR que tienen al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 o
90 % de identidad de secuencia con las siguientes CDR:

CDRH1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la sec.

con num. de ident.: 20, CDRH2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 21 o la sec.
con num. de ident.: 22, y CDRH3 gue comprende la secuencia
de aminocdcidos de la sec. con num. de ident.: 23. EI

anticuerpo puede tener las CDRH que tienen las mismas

longitudes que esas CDRH. El anticuerpo de cualquier
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aspecto puede comprender un dominio variable de cadena
pesada (VH) con la CDR de la cadena pesada de anticuerpos
ATL 5262, ATL 0006036, ATL 0006039, ATL 0006177 o
ATL 0006178, o un conjunto de las CDR con una, dos o tres
sustituciones de aminoadcidos o al menos 70 %, 75 %, 80 %,
85 % o 90 $ de identidad de secuencia con estas CDR. La
una o dos sustituciones pueden comprender o consistir en
una sustitucidén en el siguiente residuo dentro de las CDR,
usando la numeracidén estdndar de IMGT: 58 en CDRH2. La
sustitucidén puede ser N58Y. El anticuerpo puede tener un
dominio variable de cadena pesada (VH) con las siguientes
secuencias marco: HFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50,
HFWR2 de la sec. con num. de ident.: 51, HFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 55 y HFWR4 de la sec. con num. de
ident.: 62, o secuencias marco con una a cinco
sustituciones en comparacidédn con las secuencias marco
anteriores. Las sustituciones en 1las secuencias marco
pueden seleccionarse de las siguientes posiciones en la
numeracién IMGT estandar: HFWR2: posiciones 40, 49, HFWR3:
posiciones 80, 82, 86. Las sustituciones en las secuencias
marco pueden seleccionarse de las siguientes posiciones en
la numeracién IMGT estandar: HFWR2: en la posicién 40:
T40S, en la posicidén 49: R49G, HFWR3: en la posicidén 80:
I80V, en la posicidén 82: T82K, en la posicidén 86: HB6Q.
Las sustituciones en las secuencias marco no pueden incluir

una sustitucidén en la posicidén 67 en la numeracidn estéandar
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IMGT. En otras palabras, la Q en la posicidn 67 puede
mantenerse. Los presentes inventores han descubierto que
el mantenimiento de la Q en la posicidén 67 en HEWR3
mejoraba la afinidad de unidén al UNC5C. Los presentes
inventores han descubierto que eliminando la N en la
posicidén 58 de la secuencia CDRH2 podria eliminarse una
posible caracteristica en la secuencia (posicidn que puede
ser problemdtica durante la produccidédn del anticuerpo).
Los presentes inventores han descubierto que eliminando la
T en la posicidédn 82 en el HFWR3 redujo el riesgo de
isomerizacidén del aspartato. Han descubierto ademas que
reemplazar esta T con K mejordé la afinidad de unidén del
anticuerpo al UNCb5C. Los presentes inventores han
descubierto que las sustituciones en las posiciones 40, 49
(en HFWR2), 80, 86 (en HFWR3), particularmente para
reemplazarlos con los residuos en la secuencia de linea
germinal correspondiente, pueden reducir la
inmunogenicidad, mejorar la expresidén y estabilidad de
anticuerpos. El anticuerpo puede tener un dominio variable
de cadena pesada (VH) con las siguientes secuencias marco:
HFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50; HFWR2 de la sec.
con num. de ident.: 51, 52, 53 o 54; HEWR3 de la sec. con

nim. de ident.: 55, 56, 57, 58 o 61; HFWR4 de la sec. con

num. de ident.: 62. El anticuerpo puede tener un dominio
variable de cadena pesada (VH) con las siguientes
secuencias marco: HFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50;
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HFWR2 de la sec. con num. de ident.: 52; HFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 61; y HFWR4 de la sec. con num. de
ident.: 62.

El anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena pesada (VH) que comprende una secuencia
seleccionada que tiene al menos 95 % de identidad de
secuencia con una secuencia seleccionada de las sec. con
nums. de ident.: 1 (ATL 5262 VH), 5 (ATL 0006036 VH), 8
(ATL 0006039 VH), 91 (ATL 0006177 VH), y 93
(ATL 0006178 VH). El1 anticuerpo puede tener un dominio
variable de cadena pesada (VH) que comprende una secuencia
que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con una
secuencia seleccionada de: Sec. de ident.: 91 (ATL 6177
VH) y SEQ ID NO:93 (ATL 6178 VH). Se espera que ATL 6177
y ATL 6178 tengan estabilidad y potencia de unidén mejoradas
en comparacidén con otros anticuerpos descritos en 1la
presente, debido a la secuencia particular de la VH de
estos anticuerpos (sec. con nums. de ident.: 91 y 93 en la
Tabla 1, o como se describe en la Figura 22A). ATL 5262 VH
se describe en la Tabla 1, o como se describe en la Figura
21A. Como se describe a continuacién y en la Figura 21A,
ATL 5262 VH tiene la misma secuencia que ATL 0005996 VH,
ATL 0005997 VH, ATL 0005998 VH, ATL 0005999 VH,
ATL 0006000 VH, ATL 0006001 VH, ATL 0006002 VH,
ATL 0006003 VH, ATL 0006004 VH y ATL 0006005 VH. El

anticuerpo puede comprender un dominio variable de cadena
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pesada que tiene una secuencia seleccionada de las sec.
con nums. de ident.: 1 (ATL 5262 VH), 5 (ATL 0006036 VH),
8 (ATL 0006039 VH), 91 (ATL 0006177 VH), y 93
(ATL 0006178 VH). El anticuerpo puede tener un dominio
variable de cadena pesada (VH) que comprende CDRH1, CDRH2
y CDRH3 dentro de un marco de linea germinal, siempre que
la posicidén 67 en la numeracidbn IMGT estandar sea Q.

El anticuerpo puede unirse al UNC5C humano y/o de
ratén. El anticuerpo puede unirse al UNCS5C humano con una
EC50 de como maximo 9,81E-08 M, o como maximo 1E-08M, o como
maximo 5,5E-09M segun se evalta mediante ELISA (tal como la
unién de rhUNCS5C en placa). El anticuerpo puede reducir la
apoptosis mediada por UNC5C. El anticuerpo puede reducir la
apoptosis neuronal mediada por UNC5C. El anticuerpo puede
reducir la apoptosis en neuronas derivadas de células madre
pluripotentes inducidas (iPSC). La reduccidén de la apoptosis
se puede verificar por comparacién con un control adecuado
(p. ej., solo vehiculo, anticuerpo de control gue no se une
al UNC5C, etc.) en un ensayo de caspasa 3/7 como se describe
en la presente. El anticuerpo puede tener un efecto sobre
la salud sinaptica. Por ejemplo, el anticuerpo puede
aumentar la plasticidad sinédptica. Por lo tanto, el
anticuerpo puede aumentar una o mas medidas de salud
sinédptica (que incluye, pero sin limitarse a p. ej.,
plasticidad), tales como el numero de procesos por célula,

la longitud del crecimiento de neuritas y/o la ramificacién.
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Los anticuerpos de acuerdo con la descripcidn
pueden mejorar la supervivencia neuronal y/o las funciones
sindpticas. Por ejemplo, los anticuerpos de la descripcidn
pueden reducir la toxicidad amiloide. Los anticuerpos de
la descripcidén pueden reducir la muerte celular de las
neuronas tratadas con amiloide in vitro. La muerte celular
puede medirse midiendo una sefial de caspasa 3/7 en
respuesta a la citotoxicidad inducida por beta amiloide.
Los anticuerpos de la descripcién pueden aumentar la
expresidédn de una o mas proteinas sinapticas, tales como,
p. ej., GAP-43. Los anticuerpos de la descripcidn pueden
rescatar al menos parcialmente la muerte celular neuronal
y el dafio axonal causado por la deplecidédn de netrina-1.
Los anticuerpos de la descripcién pueden mejorar la
conectividad neuronal y/o la velocidad de activacidén y/o
la sincronia en las neuronas motoras. Los anticuerpos de
la descripcidn pueden mejorar la conectividad neuronal y/o
la velocidad de activacidén y/o sincronia en las neuronas
motoras de sujetos con ELA. Los anticuerpos de la
descripcidén pueden mejorar la funcidn y/o supervivencia de
las neuronas dopaminérgicas. Por ejemplo, los anticuerpos
de la descripcidén pueden rescatar al menos parcialmente
los efectos de la haploinsuficiencia de UNC5C o netrina-1
en la inervacidén de neuronas dopaminérgicas a la corteza
prefrontal medial, y/o el contenido de dopamina en la

corteza prefrontal medial. Esto puede evaluarse
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determinando una mayor respuesta a la anfetamina en ratones
haploinsuficientes de Netrina 1 tratados con anticuerpos
de la descripcidén. Los anticuerpos de la descripcidn pueden
reducir la neurodegeneracidén de neuronas dopaminérgicas.
Esto puede evaluarse midiendo la neurodegeneracidn tras la
exposicidén a una neurotoxina tal como la 6-hidroxidopamina
(6-OHDA, por sus siglas en inglés), como se evidencia por
un menor uso de la pata contralateral. Por 1lo tanto,
también se describen en la presente métodos para mejorar
la supervivencia vy/o funcidén (que incluye la funciédn
sindptica) de neuronas motoras y/o dopaminérgicas en un
sujeto que lo necesita, los métodos comprenden administrar
un anticuerpo de la descripcidén en una cantidad
terapéuticamente efectiva. Similarmente, también se
describen en la presente métodos para tratar una enfermedad
o trastorno asociado con disfuncidén o muerte de neurona
motora y/o neurona dopaminérgica, los métodos comprenden
administrar un anticuerpo de la descripcidn en una cantidad
terapéuticamente efectiva.

El anticuerpo puede unirse selectivamente al UNCS5C
sobre un otro o mas receptores de netrina. El anticuerpo
puede unirse selectivamente al UNC5C sobre uno o mas (o
todos) : neogenina, DCC y DSCAM, UNCS5A, UNC5B, UNC5. La unién
selectiva puede referirse a la unidén preferencial (p. ej.,
EC50 inferior) para una especie (p. ej., UNC5C) sobre otra

(p. ej., otro receptor de netrina), o a una unidbn no
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detectable a dianas comparativas (p. ej., otros receptores
de netrina). La unidn selectiva puede verificarse mediante
analisis de interferometria de biocapa como se describe en
la presente. El anticuerpo puede unirse al UNC5C monomérico
y/o UNC5C dimérico y/o UNC5C homodimérico. El1 anticuerpo
puede unirse al UNCS5C monomérico.

El anticuerpo puede comprender una molécula de
anticuerpo scFv, un nanocuerpo, una regidén constante de
anticuerpo o un anticuerpo completo. El anticuerpo puede
ser un anticuerpo completo. El anticuerpo puede ser una
IgGl o una variante de esta, opcionalmente en donde el
anticuerpo es una variante de IgGl L234A/L235A (LALA).

El anticuerpo puede comprender ademéds un dominio
variable de cadena ligera (VL) con las siguientes CDR: CDRL1
que comprende la secuencia de aminodcidos de la sec. con num.
de ident.: 24, 31 o 32, CDRL2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 34, y CDRL3 que
comprende la secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de
ident.: 40, 47, o un conjunto de las CDR que contiene una,
dos o tres sustituciones de aminoadcidos en comparacidén con
el conjunto anterior de las CDR. El anticuerpo de cualquier

aspecto puede comprender un dominio variable de cadena ligera

0\©

(VL) con las CDR que tienen al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %
o 90 $ de identidad de secuencia con las siguientes CDR:

CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec.

con num. de ident.: 24, 31 o 32, CDRL2 qgue comprende la
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secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 34,
y CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec.
con num. de ident.: 40 o 47. El anticuerpo puede tener las
CDRL que tienen las mismas longitudes que esas CDRL. E1
anticuerpo de cualquier aspecto puede comprender un dominio
variable de cadena ligera (VL) con la CDR de la cadena ligera
de anticuerpos ATL 5262, ATL 0006002 o ATL 0006003, o un
conjunto de las CDR con una, dos, tres sustituciones de
aminoacidos o al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 % o 90 % de
identidad de secuencia con estas CDR. El anticuerpo de
cualquier aspecto puede comprender un dominio variable de
cadena ligera (VL) con la CDR de la cadena ligera de
anticuerpos ATL 5262 o ATL 0006002, o un conjunto de las CDR
con una, dos, tres sustituciones de aminodcidos o al menos
70 %, 75 %, 80 %, 85 % o 90 % de identidad de secuencia con
estas CDR. Las CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del dominio VL pueden
estar dentro de un marco de linea germinal. El anticuerpo
puede comprender ademas un dominio variable de cadena ligera
(VL) con las siguientes regiones marco: LFWR1 que comprende
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las sec. con
niums. de ident.: 63 a 70, LFWR2 que comprende cualquiera de
las secuencias de aminoacidos de las sec. con nums. de ident.:
71 a 76, LEFWR3 gque comprende cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de las sec. con nums. de ident.: 77 a 84, y LFWR2
que comprende cualgquiera de las secuencias de aminoédcidos de

las sec. con nums. de ident.: 85 a 90, o un conjunto de las
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FWR que contiene de uno a cinco sustituciones de aminoacidos
en comparacién con el conjunto anterior de las FWR. El
anticuerpo puede tener un dominio variable de cadena ligera
(VL) con las siguientes secuencias marco: LFWR1 de la sec.
con num. de ident.: 63; LEWR2 de la sec. con num. de ident.:
71; LFWR3 de la sec. con num. de ident.: 77; y LFWR4 de la
sec. con num. de ident.: 85 o 87; o un conjunto de las FWR
que contiene de una a cinco sustituciones de aminodcidos en
comparacidén con el conjunto anterior de FWR.

El anticuerpo puede tener un dominio variable de
cadena ligera (VL) qgque comprende una secuencia seleccionada
que tiene al menos 95 $ de identidad de secuencia con una
secuencia seleccionada de las sec. con nums. de ident.: 9
(ATL 5262 VL), o 10 a 19. El1 anticuerpo puede tener un dominio
variable de cadena ligera (VL) con las siguientes secuencias
marco: LFWR1 de la sec. con num. de ident.: 63; LEWR2 de la
sec. con num. de ident.: 71; LFWR3 de la sec. con num. de
ident.: 77; y LFWR4 de la sec. con num. de ident.: 85 o 87;
o un conjunto de las FWR qgue contiene de una a cinco
sustituciones de aminodcidos en comparacién con el conjunto
anterior de FWR. El anticuerpo puede tener un dominio
variable de cadena ligera (VL) gue comprende una secuencia
que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con una

secuencia seleccionada de: Sec. de ident.: 9 (ATL 5262 VL),

16 (ATL 6002 VL) y SEQ ID NO:17 (ATL 6003 VL).
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SUMARIO DE LAS FIGURAS

A continuacidn, se analizardn modalidades vy
experimentos que ilustran los principios de la invencidn
con referencia a las figuras adjuntas en las que:

La Figura 1 muestra esquematicamente un proceso
de descubrimiento de anticuerpos no sesgado.

La Figura 2 muestra los resultados de los ensayos
ELISA para la unidén de anticuerpos identificados en
individuos resilientes a FTD al UNC5SC recombinante. EI1
conjunto de anticuerpos ensayados consistidé en 18 anticuerpos
identificados de wuna cohorte FTD, un anticuerpo de una
cohorte de Huntington y un anticuerpo anti-PDL1, previamente
usado como control positivo en un ensayo de deconvolucidn
diana Retrogenix. El anticuerpo ATL 5262 se une al UNCS5C.
Las barras azules indican sefiales de absorbancia sin procesar
a UNC5C recombinante y las Dbarras naranjas representan
sefiales de absorbancia a wuna proteina irrelevante, la
lisozima. La figura muestra la absorbancia a 450 nm. Las
barras de etiquetas anti-Fc muestran los resultados para un
pocillo tratado con anti-Fc con HRP que controla que el UNC5C
esté recubierto correctamente en la placa de ensayo.

La Figura 3 muestra la presencia de anticuerpos
UNC5C en sujetos que son resilientes a la neurodegeneracidn
en diferentes cohortes de enfermedades neurodegenerativas.

A. Se encontraron anticuerpos UNC5C en centenarios
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resilientes (sujetos >100 afios de edad sin sintomas de
neurodegeneracidn); pacientes resilientes con enfermedad de
Alzheimer (AD) (un sujeto resiliente de la enfermedad de
Alzheimer gque muestra una progresidén cognitiva Ilenta),
pacientes con demencia frontotemporal (FTD) (tres sujetos
con resiliencia para FTD, portadores de mutaciones de alto
riesgo y edad avanzada pero sin progresidén a FTD), pacientes
con enfermedad de Parkinson (PD) (trastorno de conducta del
suefio REM prodrdémico (RBD, por sus siglas en inglés) pero
sin diagnéstico de Parkinson) y controles cognitivamente
sanos (predominantemente individuos mayores de 60 afios de
edad). Se Dbuscaron repertorios de secuencias VH que
contuvieran el mismo gen V y el mismo gen J que ATL5262 vy
como maximo 2 errores de coincidencia de aminoacidos en la
regién de unidén. Los puntos representan el nuUmero de
secuencias coincidentes por repertorio y el color indica
los isotipos de las secuencias identificadas. La mayoria
de las secuencias coincidentes cambian de clase a IgGl, 1lo
que respalda una funcidén similar para estos anticuerpos en
todos los individuos. El1l sujeto con PD no clasificado
SU 0001278 se incluyd inicialmente como un control
saludable para esta cohorte, pero posteriormente se elimind
debido a que se sospecha gque tenia un trastorno de conducta
del suefio REM, gque es un marcador prodrdémico de PD. Al no

tener diagndéstico de PD, es potencialmente resiliente.
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La Figura 4 muestra los resultados de un ensayo de
competencia de Netrina 1. Las placas ELISA se recubrieron
con rhUNC5C (UNC5C humano recombinante) y se preincubaron
con Netrina 1 recombinante etiquetada con His antes de afiadir
ATL 5262 o anticuerpo de control ATL 5338. A. La Netrina 1
se detectd usando un anticuerpo HRP anti-His (peroxidasa de
rabano picante). B. El anticuerpo (ATL 5262 o control) se
detectd mediante deteccidn anti-F(ab)’2-HRP. Los ensayos se
configuraron por duplicado, mediante los cuales en una
réplica se detectd la unidn de Netrina 1 con anti-His con
HRP (A) y la segunda réplica se usd para determinar la unidn
al anticuerpo ATL 0005262 usando la deteccidén anti-Fab'2-
HRP. B. La figura muestra absorbancia a 450 nm.

La Figura 5 muestra los resultados de un ensayo
de competencia de Netrina 1 dependiente de la
concentracién. Las placas ELISA se recubrieron con rhUNCS5C
y se preincubaron con una serie de diluciones de 12 puntos
de Netrina 1 recombinante etiquetada con His (comenzando a
3 nm) antes de afladir ATL 5262. La Netrina 1 se detectd
usando deteccién HRP anti-His y se muestra en la figura
como “sefial Netrina 1 (+ ATL 5262)”. ATL 5262 se detectd
usando deteccidn anti-F(ab)’2-HRP y se muestra en la figura
como “sefial ATL 0005262 (+ Netrinal)”. Los pocillos de
control contenian Netrina 1 solamente. Datos representados

como porcentaje de la sefial de absorbancia maxima.
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La Figura 6 muestra los resultados de un ensayo
de competencia de Netrina 1. Las placas ELISA se recubrieron
con rhUNC5C y se preincubaron con ATL 5262 o anticuerpo de
control ATL 5338 antes de afladir Netrina 1 recombinante
etiquetada con His. La Netrina 1 se detectd usando deteccidn
HRP anti-His y se muestra en la figura como “sefial Netrina
(+ ATL 0005262)” o “sefial Netrina (+ ATL 00005338)”.
ATL 5262 se detectd usando la deteccidn anti-F(ab)’2-HRP.
La figura muestra la absorbancia a 450 nm.

La Figura 7 muestra la unidén de ATL 5262 al UNCS5C
humano recombinante (rh) (A), ratédn recombinante (rm)
UNC5C (B) y a lisozima (C), usando ELISA. La figura muestra
la absorbancia a 450 nm.

La Figura 8 muestra (A) una alineacidén VH de
homélogos ATL 5262 y ATL 5262 identificados a través de
cohortes de neurodegeneracidén en individuos resilientes.
La figura muestra la numeracidén IMGT. (A) muestra
secuencias de anticuerpos descritos en la presente (en
particular, VH de ATL 0005262, sec. con num. de ident.: 1;
LCDR3 de ATL 0006187, sec. con num. de ident.: 112; VH de
ATL 0006191, sec. con num. de ident.: 113), con posiciones
variables en la cadena pesada resaltadas. (B-1 a B-4)
muestran las secuencias de la cadena pesada de 1los
anticuerpos en (A), asi como ATL 6178 (VH de ATL 6178,
sec. con num. de ident.: 93), alineadas por la numeracidn

de posicidén IMGT. ATL 5262 y ATL 6178 tienen el mismo VL.
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Se identificaron homdélogos basados solo en VH, por lo que
solo se muestran las secuencias VH.

La Figura 9 ilustra un flujo de trabajo para un
estudio de estabilidad de 2 semanas y 4 semanas y un estudio
de estabilidad de congelacidén-descongelacidédn (FT, por sus
siglas en inglés) (tres ciclos de FT) para ATL 5262. EI
andlisis de control de calidad (QC) se realizd wusando
cromatografia liquida de alto rendimiento con exclusidn por
tamafio (SEC-HPLC, por sus siglas en inglés), electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE, por sus siglas en inglés); electroforesis capilar con
dodecil sulfato de sodio (CE-SDS, por sus siglas en inglés);
enfoque isoeléctrico capilar (cIEF, por sus siglas en
inglés); dispersién dindmica de luz (DLS, por sus siglas
en inglés); y ELISA de unién.

La Figura 10 muestra los resultados de un ensayo
de desplazamiento térmico para ATL 5262 a 1 (izquierda) y
5 mg/ml (derecha) (relacién de proteina desplegada a
plegada en funcidén de la temperatura) .

En la Figura 11 se muestran electroferogramas de
las variantes de carga de ATL 5262 probadas por cIEF dos
semanas (A) y 4 semanas (B) después del almacenamiento a
las temperaturas indicadas (-80 °C, 4 °C y 40 °C). C es
una versién ampliada de A y B gque muestra las especies

dcidas en el lado izquierdo de los gréaficos.
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La Figura 12 muestra cromatogramas SEC-HPLC para
ATL 5262 después de 2 semanas (Figura 11A) o 4 semanas (Figura
11B) a las temperaturas indicadas (-80 °C, 4 °C y 40 °C).

En la Figura 13 se muestran los resultados de
una SDS-PAGE para ATL 5262 después de 2 semanas (A) o 4
semanas (B) a las temperaturas indicadas (-80 °C, 4 °C y
40 °C) o después de un estudio de tres ciclos de FT (B).
FT = congelacibén-descongelacién; NIST = control de mAb
NIST; R = reducido; NR = no reducido.

La Figura 14 muestra los resultados de CE-SDS para
ATL 5262 después de 2 semanas (A) muestras no reducidas y
(C) reducidas) o 4 semanas (B) no reducidas y (D) muestras
reducidas a las temperaturas indicadas (-80, +4 y +40C).

La Figura 15 muestra los resultados de una prueba
ELISA que prueba la unidén de ATL 5262 a rhUNC5C después de
2 semanas (A) o 4 semanas (B) a las temperaturas indicadas
(-80 °C, 4 °C y 40 °C) o después de un estudio de tres
ciclos de FT (B).

La Figura 16 muestra los resultados de una prueba
ELISA que prueba la unibén de diferentes variantes de VH de
ATL 5262 a rhUNC5C. ATL 5338 se incluydé como control
negativo. La figura muestra la absorbancia a 450 nm.

La Figura 17 muestra los resultados de una prueba
ELISA gue prueba la unidén de diferentes variantes de VH de
ATL 5262 a rhUNC5C (A), rmUNC5C (B) vy lisozima (C).

ATL 5338 se incluyd como control negativo. Se incluyeron
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ATL 6002 y ATL 6003 (variantes de emparejamiento VL) para
comparacidén. La figura muestra la absorbancia a 450 nm.

La Figura 18 muestra los resultados de una prueba
ELISA que prueba la unidén de diferentes variantes de VH de
ATL 5262 a rhUNC5C etiquetado con Fc (A), o rhUNC5C
etiquetado con His (B). ATL 5338 se incluyé como control
negativo. Se incluyeron ATL 6002 y ATL 6003 (variantes de
emparejamiento VL) para comparacién. La figura muestra la
absorbancia a 450 nm.

La Figura 19 muestra los resultados de una prueba
ELISA que prueba la unidén de diferentes variantes de VH de
ATL 5262 a rhUNC5C (A), rmUNC5C (B) vy lisozima (C).
ATL 5338 se 1incluydé como control negativo. La figura
muestra la absorbancia a 450 nm.

La Figura 20 muestra los resultados de un estudio
farmacocinético in vivo en ratones que evalua los niveles de
anticuerpos en suero (A), y CSF (B) después de la
administracién de dosis escalonadas de ATL 5262 o un
anticuerpo de control, ATL 5338.

La Figura 21 muestra secuencias de anticuerpos
descritas en la presente, con posiciones variables en la
cadena pesada resaltadas. A. Cadenas pesadas, alineadas por
la numeracidén de posicidn IMGT. VH de ATL 0005262, 599¢,
5997, 5998, 5999, 6000, 6001, 6002, 6003, 6004, 6005: sec.
con num. de ident.: 1; VH de ATL 0006033: sec. con num. de

ident.: 2; VH de ATL 6034: sec. con num. de ident.: 3 de
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ATL 0006035: sec. con num. de ident.: 4 de ATL 0006036: sec.
con num. de ident.: 5; VH de ATL 0006037: sec. con num. de
ident.: 6; VH de ATL 0006038: sec. con num. de ident.: 7; VH
de ATL 0006039: sec. con nuam. de ident.: 8; VH de
ATL 0006177: sec. con num. de ident.: 91; VH de ATL 0006178:
Sec. con num. de ident.: 93 B. Cadenas ligeras, alineadas
por la numeracidén de posicidédn IMGT. VL de ATL 0005262: sec.
con num. de ident.: 9; VL de ATL 0005996: sec. con num. de
ident.: 10; VL de ATL 0005997: Sec. con num. de ident.: 11;
VL de ATL 0005998: sec. con num. de ident.: 12; VL de
ATL 0005999: sec. con num. de ident.: 13; VL de ATL 0006000:
sec. con num. de ident.: 14; VL de ATL 0006001: sec. con num.
de ident.: 15; VL de ATL 0006002: sec. con num. de
ident.: 16; VL de ATL 0006003: sec. con num. de ident.: 17;
VL de ATL 0006004: sec. con num. de ident.: 18; VL de
ATL 0006005: sec. con num. de ident.: 19; VL de ATL 0006033,
6034, 6035, 6036, 6037, 6038, 6039, 6l177: sec. con num. de
ident.: 92; VL de ATL 0006178: Sec. con num. de ident.: 94

La Figura 22 muestra la produccidén de caspasa 3/7
en respuesta a la toxicidad beta amiloide 1-42 en las
células SHSYS5Y en las condiciones indicadas.

La Figura 23 muestra los resultados de un western
blot que muestra la expresidén proteica de las proteinas
sindpticas indicadas (Neurofilamento-L, Sinaptofisina,

PSD95 Sinapsina-1, Sinaptotagmina-1) después del
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tratamiento de neuronas dopaminérgicas derivadas del iPS
humanas con ATL6178.

La Figura 24 muestra los resultados de un ensayo
de la deplecién de Netrina-1 wusando neuronas motoras
espinales derivadas de 1PSC humanas pretratadas con
ATLX1282 y ATL-5262. (A) Resultados de imadgenes de ensayos
de células vivas/muertas y grafico que muestra la
cuantificacién. Los datos se representaron como el
promedio de células vivas con relacidédn al recuento total
de células (suma de calceina AM positiva y homodimero de
etidio positivo). Se realizdé un ANOVA unidireccional con
prueba de comparaciones multiples de Tukey con cuatro
pocillos seleccionados al azar *P<.05, **P<0Q,01, **x*
P<0,001. Las barras de error representan la media * SEM.
(B) Imégenes de microscopia fluorescente gue muestran
tincién para DAPI vy la proteina sindptica GAP43. (C)
Imagenes de microscopia fluorescente muestran el
crecimiento de neuritas en cultivos microfluidicos con
neuronas motoras espinales BrainXell eGFP y cuantificacidn
del promedio del numero total de axones (fibras nerviosas)
(=suma del recuento de fibras). *P<0,05, **P<0,01 en
comparacién con el control de isotipo y el grupo anti-
Netrinal, prueba t no pareada de dos colas, n = 3-4
unidades independientes

La Figura 25 muestra los resultados de un ensayo

multielectrodo (MEA, por sus siglas en inglés) usando una
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linea celular de neurona motora ALS TDP43 iCell tratada
con ATLX-1282. (A) Grafico gque muestra el numero de
electrodos activos en los grupos indicados. (B) Gréafico
que muestra el porcentaje de rafaga en los grupos
experimentales indicados. (C) Grafico que muestra la
resistencia media (izquierda) y el numero de electrodos
cubiertos (derecha) como medida de viabilidad. (D) Gréafico
que muestra el indice de sincronia (arriba) y la tasa media
de disparo (abajo). El1l ANOVA tridireccional (modelo de
efectos mixtos) con Tukey post-hoc para multiples
comparaciones. Las barras de error representan SEM. n=4-6
pocillos/grupo de tratamiento.

La Figura 26 muestra el rescate mediado por ATLX-
1282 de locomocidn inducida por AMPH en ratones
haploinsuficientes de Netrina 1. Los datos muestran 1los
resultados de un ensayo de locomocidn en ratones
haploinsuficientes de Netrina 1 que demuestran el rescate
mediado por ATLX-1282 de la locomocidén inducida por
anfetamina (AMPH). El grafico muestra la distancia recorrida
por ratones en los grupos indicados 10 dias después del
tratamiento con anticuerpo o control (anticuerpo
antifluoresceina, ATL5338 (LALA)). Se usd solucidn salina
como control para el tratamiento con AMPH vy ratones
silvestres como un control para ratones haploinsuficientes
de Netrina 1. ****P<(0,0001 ANOVA unidireccional con prueba

de comparaciones multiples de Sidak.
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En la Figura 27 se muestra el porcentaje de toques
contralaterales mostrados por ratas 26 dias después de 6-
OHDA o tratamiento salino. A los ratones se les administrd
el control de isotipo (ATL5338) o ATLX1282 por via
intraperitoneal wuna vez a la semana. ***P<0,001 ANOVA
unidireccional con prueba de comparaciones multiples de
Sidak.

La Figura 28 muestra los resultados de un ensayo
de interferometria de biocapa para evaluar la unidén de
ATL 5262 y ATL 6178 a diferentes receptores de Netrina 1
y proteinas relacionadas. Para <cada par antigeno-
anticuerpo alineado, el grafico muestra la respuesta del
sensor corregida por referencia al final de la etapa de
asociacién medida (sefial promedio de 25-30 segundos) de un
ensayo cinético BLI. El antigeno se cargd como ligando y
se sumergié en el anticuerpo como analito durante la
asociacién y en el regulador de ensayo durante la
disociacién.

La Figura 29 muestra los resultados de un ensayo
de competencia de netrina-1 que demuestra que la unidén de
ATLX-1282 y ATL 5262 al tejido cerebral de ratdn se bloquea
mediante Netrina-1. (A) El grafico muestra el efecto de la
Netrina-1 en competencia con ATL 5262 en tejidos con alta
expresién de UNCHC (“Regidn de alta expresidn” = tejido
cerebral de ratdédn) o tejidos de control con expresidn nula

o baja de UNCHC (“Higado control” = tejido hepatico de
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ratdén). (B) Imagenes de secciones de tejido con 1luz
fluorescente y transmitida (20X), que muestran la unidn de
ATL 5262 al tejido cerebral de ratédn o al tejido hepatico
de control en diversas condiciones de bloqueo (sin bloqueo
de netrina; bloqueo de netrina-1; blogqueo de clusterina
(control)). (C) Efecto del bloqueo de Netrina-1 y Netrina-
4 en competencia con ATLX-1282 en secciones cerebrales de
ratones sin tratamiento previo. (D) Efecto del bloqueo de
Netrina-1l vy Netrina-4 en competencia con ATLX-1282 en
secciones cerebrales de ratones sin tratamiento previo (es
decir, no tratadas), o tejido de control hepatico (“Higado
control”). (E) ImAgenes representativas de secciones de
tejido con luz fluorescente y transmitida gque muestran el
efecto de bloqueo de Netrina-4 y Netrina-1 de la unidén de
ATLX-1282 (lo gque resulta en una tincidén reducida) en
secciones cerebrales de ratones sin tratamiento previo.

La Figura 30 muestra los resultados de un ensayo
de citometria de flujo gue muestra la unidén de ATL5262 vy
ATLX-1282 al UNCS5C y la variante UNC5C T835M (variante AD)
sobreexpresada en células HEK-293. (A) Cuantificacidén de
la unidén al UNC5C medida por el % de células IgG+ (deteccidn
del anticuerpo). (B) Cuantificacidén de la unidén al UNCS5C
medida por la intensidad media de fluorescencia (MFI, por
sus siglas en inglés) de IgG.

La Figura 31 muestra la estructura cristalina de

rayos X de un fragmento Fab ATL 5262 unido a dominios Ig
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UNC5C humanos. (A) muestra una vista en boceto del complejo
Fab-UNC5C completo. (B)-(F) muestran vistas en primer
plano de las interacciones especificas entre ATL 5262 y
UNC5C como se muestra en (A). (G) muestra una alineacidn
proteica de los miembros B de la familia UNC5 humana (sec.
con num. de ident.: 260), A (sec. con num. de ident.: 261)
y D (sec. con num. de ident.: 262) a la regidén del dominio
1 tipo IgG UNC5C humano que interactua con ATL 5262 (sec.
con num. de ident.: 259).

La Figura 32 muestra secuencias de anticuerpos
descritas en la presente, con posiciones variables en la
cadena pesada resaltadas. A. (A-1 a A-4) Cadenas pesadas,
alineadas por la numeracién de posicidédn IMGT. VH de
ATL 0005262: sec. con num. de ident.: 1; VH de ATL 0006178:
sec. con num. de ident.: 93; VH de ATL 0006530: sec. con num.
de ident.: 122; VH de ATL 0006531: sec. con num. de
ident.: 123; VH de ATL 0006532: sec. con num. de ident.: 124;
VH de ATL 0006533: sec. con num. de ident.: 125; VH de
ATL 0006534: sec. con num. de ident.: 126; VH de ATL 0006535:
sec. con num. de ident.: 127; VH de ATL 0006536: sec. con
nam. de ident.: 128; VH de ATL 0006537: sec. con num. de
ident.: 129; VH de ATL 0006538: sec. con num. de ident.: 130;
VH de ATL 0006539: sec. con num. de ident.: 131. B. (B-1 a
B-4) Cadenas ligeras, alineadas por la numeracién de posicidn
IMGT. VL de ATL 0005262: sec. con num. de ident.: 9; VL de

ATL 0006178: sec. con num. de ident.: 92; VL de ATL 0006530:
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sec. con num. de ident.: 132; VL de ATL 0006531: sec. con
nam. de ident.: 133; VL de ATL 0006532: sec. con num. de
ident.: 134; VL de ATL 0006533: sec. con num. de ident.: 135;
VL de ATL 0006534: sec. con num. de ident.: 136; VL de
ATL 0006535: sec. con num. de ident.: 137; VL de ATL 0006536:
sec. con num. de ident.: 138; VL de ATL 0006537: sec. con
nam. de ident.: 139; VL de ATL 0006538: sec. con num. de

ident.: 140; VL de ATL 0006539: Sec. con num. de ident.: 141
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A continuacién, se analizaran aspectos y
modalidades de la presente invencidén con referencia a las
figuras adjuntas. Aspectos y modalidades adicionales seran
evidentes para aquellos expertos en la técnica.

En la ©presente se describen anticuerpos vy
fragmentos de estos que son capaces de unirse especificamente
a la proteina UNC5C o un fragmento de esta. Como se usa en
la presente, un anticuerpo capaz de “unirse especificamente”
o “unirse especificamente” a una diana es uno capaz de unirse
a través de la asociacidén del sitio de reconocimiento de
epitopos con un epitopo dentro de la diana. Es distinta de
la unidén no especifica, por ejemplo, la unidén mediada por
Fc, las interacciones 1idnicas y/o hidrofébicas. En otras
palabras, un anticuerpo que se une especificamente a una
diana reconoce y se une a una estructura proteica especifica
dentro de ella en lugar de a proteinas en general.

La presente descripcién se refiere a anticuerpos
descritos en 1la presente usando referencias especificadas
como “ATL 000xxxx”, “ATL xxxx’ o “xxxx”’, donde “xxxx” es un
numero de referencia de cuatro digitos especifico para un
anticuerpo descrito en la presente. Todas las notaciones
anteriores se usan indistintamente para referirse al mismo
anticuerpo o una porcidén de este (p. ej., una VH, VL o parte

de esta, del anticuerpo). Por ejemplo, el anticuerpo

51



10

15

20

25

ATL 0005262 se denomina indistintamente en la presente

ATL 5262 y 5262.

Vinculacidédn a UNCS5C

El receptor C de netrina Unc-5 (UNC5C) pertenece a
la familia UNC5 de receptores de netrina de membrana celular,
los cuales forman parte de la superfamilia de
inmunoglobulinas (Leonardo, E., et al. (1997)). Los miembros
de la familia UNCS5 tienen dos dominios de Ig extracelulares
y dos dominios de trombospondina tipo 1 (TSP-1, por sus siglas
en inglés). El extremo c intracelular consiste en un dominio
de zonula occludens 5 (Z2U5, por sus siglas en inglés), un
dominio de unidén a DCC y un dominio de muerte implicado en
la regulacién de la apoptosis (Ackerman SL, Knowles BB.
1998) . Se han identificado cuatro subtipos de UNC5, a saber
UNC5 A-D (denominado UNC5 H1-4 en otras especies de
mamiferos), que se expresan ampliamente en el sistema
nervioso central (SNC) (Rajasekharan, S., Kennedy, T.E.
(2009)) . Los receptores adicionales de netrina incluyen la
molécula de adhesién celular del sindrome de Down (DSCAM,
por sus siglas en inglés), neogenina, eliminacidén en el
cancer colorrectal (DCC, por sus siglas en inglés) y CD146
(también conocida como molécula de adhesién celular de
melanoma (MCAM o MEL-CAM, por sus siglas en inglés)). Estos
receptores difieren en el numero de dominios Ig n-terminales,

inclusién de dominios de fibronectina tipo III y dominios
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intracelulares. Para una descripcidédn general de 1los
receptores de netrina de la membrana celular, ver Dun et al.,
2017. Los anticuerpos descritos en la presente son capaces
de unirse especificamente al UNC5C sobre otros receptores de
netrina tales como neogenina, DCC, DSCAM, UNC5A, UNC5B vy
UNC5D. La unidén de un anticuerpo a una proteina candidata se
puede verificar, por ejemplo, mediante andlisis de
interferometria de biocapa como se describe en la presente.

UNC5C es un receptor de dependencia responsable de
la regulacidén de la apoptosis neuronal, y si UNC5C promueve
o inhibe la apoptosis depende de su unidén a la netrina-1
(Lambi et al (2001); Poliak S, et al. 2015). Los receptores
de UNC5 tienen dominios de muerte intracelular. Este dominio
puede interactuar con la proteina quinasa 1 asociada a la
muerte (DAPK1l, por sus siglas en 1inglés) para inducir
apoptosis en ausencia de unién al ligando, mientras que los
receptores permanecen en forma monomérica. La mutacidén T835M
en el dominio de muerte de UNCS5C aumenta atn mas la apoptosis.
Este aumento de la sefial permitid determinar la participacién
de la proteina quinasa 1 asociada a la muerte/proteina
quinasa D/quinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis
(ASK1) /JNK/NADPH (Hashimoto et al 2016 Signal Transduction
291 (23), 12282-12293)). La muerte celular inducida por UNC5
aumenta por la escisidén de la caspasa en su dominio de muerte
intracelular, lo que puede conducir a un bucle de

retroalimentacidén una vez que se inicia la apoptosis. Todos
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los receptores Uncb5 se escinden por la caspasa-3 1in vitro
(Llambi et al 2001). También se ha propuesto que la escisidn
de UNC5C por LGMN aumenta la apoptosis neuronal mediada por
UNC5C, relevante para la enfermedad de Alzheimer (Chen et al
2021) . Sin embargo, en presencia de la netrina-1, UNC5C forma
un dimero y promueve la supervivencia neuronal, migracidn, y
diferenciacidén, es decir, tiene papel antiapoptdtico. La
multimerizacién de los receptores UNC5 es suficiente para
prevenir la activacién de la via de sefial apoptdtica (Mille
et al 2009 Cell Death and Differentiation 16, 1344-1351) vy
la Netrina-1 inhibe directamente la apoptosis en las neuronas
(Llambi et al 2001). También se ha mostrado que UNC5C forma
heterodimeros con DCC o DSCAM (Boyer and Gupton, 2018). Los
anticuerpos descritos en la presente pueden unirse al UNCS5C
monomérico y UNCS5C dimérico. Los anticuerpos descritos en la
presente pueden unirse al UNC5C homodimérico.

El UNC5C se ha implicado en la enfermedad de
Alzheimer, donde se encontrdé que el UNC5C truncado, que da
como resultado una mayor apoptosis neuronal, se asocia con
una patologia de EA acelerada en ratones (Chen et al.,
2021) . Ademés, varios SNP en UNC5C se unen al desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer (AD). Por ejemplo, el SNP
T835M predispone a la AD y aumenta la apoptosis neuronal
(Li Q, et al. 2018). El UNC5C también se ha implicado en

la enfermedad de Parkinson (PD), donde se mostrdé que la
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escisidédn de UNCS5C causa pérdida neuronal en un modelo de
PD en ratones (Chen et al. 2022).

La Netrina-1 es una de varias netrinas, todos
miembros de la superfamilia laminina. Las netrinas son
proteinas secretadas que dirigen la extensidén axonal y la
migracidén celular durante el desarrollo neural y regulan
la adhesidén celular, la maduracién de la morfologia
celular, la supervivencia celular vy la tumorigénesis
(Rajasekharan, et al. (2009)). Son proteinas bifuncionales
qgue actlan como atrayentes para algunos tipos de células y
como repelentes para otros. La familia de receptores de
UNC-5 media la respuesta repelente a la netrina. La netrina
1 consiste en un dominio similar a la laminina en el N-
terminal (LN, también conocido como dominio VI), seguido
de tres repeticiones del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (EGF1l, EGF2 y EGF3, también conocido como dominio V),
y un dominio similar a la netrina C-terminal (NTR) que
comparte homologia con dominios encontrados en el
complemento y otras proteinas (Dun et al. 2017).

En modalidades, los anticuerpos descritos en la
presente se unen especificamente al UNC5C e imita vy/o
compite con la Netrina-1 para unirse al UNC5C. La
competencia con la unién de Netrina-1 puede evaluarse
mediante ensayos ELISA como se describe en la presente.
Por lo tanto, los anticuerpos descritos en la presente

pueden competir por el mismo sitio de unidén en UNC5C que
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Netrina-1. Los anticuerpos descritos en la presente pueden
unirse al mismo sitio de unidén en UNC5C que Netrina-1. Un
anticuerpo que imita a la netrina-1 puede referirse al
anticuerpo que interactia con UNC5C de una manera que imita
el efecto de la Netrina-1 en la estructura y/o actividad
de UNC5C. Un anticuerpo que compite con la netrina-1 para
unirse al UNC5C puede referirse a que la unidén del
anticuerpo al UNC5C depende de la presencia o ausencia de
Netrina-1, y/o que la unidén de Netrina-1 al UNC5C depende
de la presencia o ausencia del anticuerpo. Un anticuerpo
que compite con la netrina-1 para unirse al UNC5C puede
referirse a la unién del anticuerpo al UNC5C que esta
inhibida por Netrina-1. Por ejemplo, un anticuerpo que
compite con netrina-1 para unirse al UNC5C puede referirse
a que la unidén del anticuerpo al UNCS5C se inhibe al menos
parcialmente en ©presencia de Netrina-1. Esto puede
evaluarse, por ejemplo, usando un ensayo ELISA, tal como
se describe en 1la presente. Por ejemplo, UNC5C puede
preincubarse con Netrina-1 antes de la incubacién con el
anticuerpo, vy la cantidad de anticuerpo unido puede
compararse con una condicién de control sin preincubacidn
de Netrina-1. Una reduccidén en la cantidad de anticuerpo
unido puede indicar que el anticuerpo compite con Netrina-
1 por 1la unidén al UNC5C. En modalidades, una sefial
indicativa de la presencia del anticuerpo unido al UNC5C

puede reducirse en al menos 50 %, al menos 60 %, al menos
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o)

70 %, al menos 80 % o al menos 90 % en presencia de
Netrina-1 (tal como, p. ej., después de la preincubacidn
con 200 microg/l de Netrina-1). En modalidades, la unidn
del anticuerpo al UNC5C puede reducirse en al menos 50 %,
al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 % o al menos
90 % en presencia de Netrina-1 (tal como, p. ej., después
de la preincubacién con 200 microg/l de Netrina-1).

Los anticuerpos como se describen en la presente
pueden ser tales que la unidén del anticuerpo al UNC5C sea
inhibida por Netrina-1 de wuna manera dependiente de la
concentracién. Esto puede evaluarse, por ejemplo, usando un
ensayo ELISA como se describe en la presente, o cualquier
otro ensayo de unidén en combinacién con incubacidén con una
pluralidad de concentraciones diferentes de Netrina-1 (p.
ej., una serie de dilucidén de Netrina-1). Una reduccidén en
la unidén del anticuerpo al UNCS5C en presencia de Netrina-1
(p. eJj., cuando el anticuerpo se incuba con UNC5C después de
la preincubacién con Netrina-1), que depende de la
concentracién de Netrina-1, puede considerarse indicativa de
la inhibicién dependiente de la concentracidén de Netrina-1
de la unidén del anticuerpo al UNC5C. En modalidades, una
sefial indicativa de la presencia del anticuerpo unido al
UNC5C puede reducirse en al menos 50 % en presencia de al
menos 1078 M de Netrina-1 (tal como, p. e]j., después de la

preincubacién con 10®% M de Netrina-1). En modalidades, la

unién del anticuerpo al UNC5C puede reducirse en al menos
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50 % en presencia de al menos 10® M de Netrina-1 (tal como,
p. €j., después de la preincubacidén con 108 M de Netrina-1).
En modalidades, una seflal indicativa de la presencia del
anticuerpo unido al UNC5C puede reducirse en al menos 80 %
en presencia de al menos 1077 M de Netrina-1 (tal como, p.
ej., después de la preincubacidén con 107 M de Netrina-1). En
modalidades, la unidén del anticuerpo al UNCS5C puede reducirse
en al menos 80 % en presencia de al menos 1077 M de Netrina-
1 (tal como, p. ej., después de la preincubacidén con 107 M
de Netrina-1l). En modalidades, una seflal indicativa de la
presencia del anticuerpo unido al UNC5C puede reducirse en
al menos 90 % o al menos 95 $ en presencia de al menos 5x10-
7 0 1x 10°® M de Netrina-1 (tal como, p. e]j., después de la
preincubacidén con 5x10°7 o 1x 10® M de Netrina-1). En
modalidades, la unidén del anticuerpo al UNCS5C puede reducirse
en al menos 90 % o al menos 95 % en presencia de al menos
5x1077 o 1x10® M de Netrina-1 (tal como, p. ej., después de
la preincubacidén con 5x10°7 o 1x 10 M de Netrina-1).
Cualquier preincubacién puede ser durante una cantidad de
tiempo adecuada, tal como, p. ej., alrededor de 30 minutos.

Los anticuerpos descritos en la presente pueden
tener un sitio de unidén que al menos parcialmente se superpone
con el sitio de unidén de netrina-1. Los anticuerpos descritos
en la presente pueden causar la dimerizacién de UNCS5C.

El gen humano que codifica UNC5C (ident. del gen:

8633) estd presente en 4g22.3 y consiste en 20 exones. Las
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secuencias codificantes y de aminodcidos UNC5C no humano
de referencia estan disponibles en bases de datos publicas.
La secuencia de UNC5C humano estad disponible bajo
el identificador Uniprot 095185. Comprende 931 aminoacidos.
Los aminoacidos 62-159 forman un dominio similar a Ig, los
aminoacidos 161-256 forman un dominio tipo C2 similar a Ig,
los aminoacidos 260-314 y 316-368 forman dominios TSP tipo
11 y TSP tipo 12, los aminoadcidos 530-673 forman un dominio
ZU5 y los aminoacidos 850-929 forman un dominio de muerte.
La proteina se escinde en los aminodcidos 415-416 por la
caspasa-3. Se proporciona una secuencia de aminoacidos UNCS5C
humano de referencia como la sec. con num. de ident.: 99.
La secuencia de UNC5C de ratdédn estd disponible
con el identificador Uniprot 008747. Comprende 931
aminodcidos. Los aminodcidos 62-159 forman un dominio
similar a Ig (también denominado en la presente como el
primer dominio de inmunoglobulina o dominio de
inmunoglobulina N terminal), los aminocdcidos 161-256 forman
un dominio tipo C2 similar a Ig (también referido en la
presente como el segundo dominio de inmunoglobulina), los
aminoadcidos 260-314 y 316-368 forman los dominios TSP tipo
1 y TSP tipo 1 2, los aminoédcidos 530-673 forman un dominio
ZU-95 y los aminodcidos 850-95 29 forman un dominio de
muerte. La proteina se escinde en los aminodcidos 415-416
por la caspasa-3. Se proporciona una secuencia de

aminodcidos UNC5C de ratdédn de referencia como la sec. con
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num. de ident.: 100. Sin embargo, como sSe usa en la
presente, el término “UNC5C” comprende truncamientos,
derivados y variantes de la secuencia de UNC5C
proporcionada en la presente, y puede referirse a cualquier
proteina con al menos 80 %, al menos 90 % o al menos 95 %
de identidad de secuencia. Los anticuerpos descritos en la
presente son capaces de unirse especificamente a un péptido
0 proteina que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos
de la sec. con num. de ident.: 99 (que incluye una proteina
UNC5C de longitud completa que comprende dicha secuencia,
o un fragmento de dicha proteina gque comprende dicha
secuencia), o un fragmento de esta, tal como, p. e€j., un
fragmento que comprende o consiste de los aminodcidos 41-
380 del UNC5C humano o murino (ratdén) (tal como, p. ej.,
la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
101 o 102) o una secuencia homéloga correspondiente. Los
anticuerpos descritos en la presente son capaces de unirse
especificamente a un péptido o proteina gque comprende el
dominio extracelular de UNC5C o una parte de este, tal como,
p. ej., una parte que comprende los aminodcidos 41 a 380
del ©UNCS5C humano o murino, o una secuencia hombéloga
correspondiente. Los anticuerpos descritos en la presente
son capaces de unirse especificamente al UNC5C humano y al
UNC5C T835M mutante humano. Los anticuerpos descritos en
la presente pueden unirse a formas mutantes del UNC5C humano

que comprenden una © mas mutaciones que no estdn en la
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regidén extracelular de la proteina. El anticuerpo puede
unirse a un epitopo ubicado en la regidn extracelular de
UNC5C. En particular, el anticuerpo puede unirse al dominio
de inmunoglobulina N-terminal de UNCS5C (también denominado
“orimer dominio de inmunoglobulina”). El anticuerpo puede
unirse a uno o mas residuos de UNC5C que estan implicados
en la unién de Netrina-1 al UNC5C. Por 1lo tanto, el
anticuerpo puede unirse a uno o mas residuos de UNCSHC
ubicados en el primer dominio de inmunoglobulina de UNCS5C.

Los anticuerpos descritos en la presente se unen
al UNC5C (p. e]j., ratdn y/o humano) con alta afinidad. La
unién de alta afinidad puede evaluarse midiendo el valor de
EC50, la concentracién a la que el anticuerpo produce una
unién semiméxima, por ejemplo mediante ELISA como se describe
en la presente. Por ejemplo, la afinidad del anticuerpo puede
evaluarse mediante la unidén al UNC5C humano recombinante
unido a placa como se describe en la presente. Alta afinidad
como se menciona en la presente significa un valor de EC50
de como maximo 1E-06 M (es decir, 1000 nM), como maximo 2 E-
06 M, como méximo 3 E-06 M, como méximo 4 E-06, como maximo
5 E-06 M, como maximo 6 E-06 M, como maximo 7 E-06 M, como
maximo 8 E-06 M, como maximo 9 E-06 M, como maximo 1 E-07 M
(es decir, 100 nM), como maximo 5 E-07 M, como maximo 1 E-08
M, como méaximo 2 E-08 M, como maximo 3 E-08 M, como maximo 4
E-08 M, como maximo 5 E-08 M, como maximo 6 E-08 M, como

maximo 7 E-08 M, como maximo 8 E-08 M, como maximo 9 E-08 M,
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como maximo 1 E-09 M, como médximo 2 E-09 M, como maximo 3 E-
09 M, como maximo 4 E-09 M, como médximo 5 E-09 M, como maximo
6 E-09 M, como maximo 7 E-09 M; como maximo 8 E-09 M, como
maximo 9 E-09 M, como médximo 1E-10 M, como maximo 2 E-10 M,
como madximo 3 E-10 M, como maximo 4 E-10 M, como maximo 5 E-
10 M, como maximo 6 E-10 M, como maximo 7 E-10 M, como maximo
8 E-10 M, como maximo 9 E-10 M, como maximo 1 E-11M, como
maximo 2 E-11M, como maximo 3 E-11M, como maximo 4 E-11M,
como maximo 5 E-11M, como maximo 6 E-11M, como maximo 7 E-
11M, como maximo 8 E-11M, como maximo 9 E-11M, como maximo 1
E-12M, como maximo 2 E-12M, como maximo 3 E-12M, como maximo
4 E-12M, 5 E-12M, como maximo 6 E-12M, como maximo 7 E-12M,
como maximo 8 E-12M, como maximo 9 E-12M o 1 E-13M. En algunos
casos, los anticuerpos descritos en la presente se unen al
UNC5C con una EC50 de como maximo 100 nM, como se evalla
mediante ELISA (p. ej., como se describe en la presente).

En algunas modalidades, el anticuerpo se une al
UNC5C humano con una EC50 de como madximo 1E-08M, como
méaximo 1,1E-08M, como maximo 2,24E-08, como maximo 2,40E-
08, como maximo 9,81lE-08 M, como maximo 4,52E-09, como
maximo 5,5E-09M, como méximo 9, 62E-09M, como maximo 5, 50E-
10, como maximo 7,10E-10, como mdximo 1,00E-11, como maximo
1,30E-11, como méximo 3,90E-11, como méximo 2,80E-12, o
como maximo 9,20E-12.

En algunas modalidades, el anticuerpo se une al

UNC5C humano con una EC50 de aproximadamente 1,1E-08M,

62



10

15

20

25

aproximadamente 2,24E-08, aproximadamente 2,40E-08,

aproximadamente 9,81E-08 M, aproximadamente 4,52E-09,

aproximadamente 5,5E-09M, aproximadamente 8, 00E-09,
aproximadamente 9, 62E-09M, aproximadamente 5,50E-10,
aproximadamente 7,10E-10, aproximadamente 1,00E-11,
aproximadamente 1,30E-11, aproximadamente 3,90E-11,

aproximadamente 2,80E-12, aproximadamente 9,20E-12.

En algunas modalidades, el valor de EC50 esta entre
1E-07 M y 1E-13M, 5E-07 M y 1E-13M; 1E-08 M y 1E-13M; 5E-08
M vy 1E-13M; 1E-09 M y 1E-13M; 5E-09 M vy 1E-13M; 1E-10 M y
1E-13M; 5E-10 M y 1E-13M; 1E-11 M y 1E-13M; 5E-11 M y 1E-
13M; 1E-12 M y 1E-13M; 5E-12 M y 1E-13M; entre 1E-07 M y 1E-
12M, 5E-07 M y 1E-12M; 1E-08 M y 1E-12M; 5E-08 M y 1E-12M;
1E-09 M y 1E-12M; 5E-09 M vy 1E-12M; 1E-10 M y 1E-12M; 5E-10
M vy 1E-12M; 1E-11 M y 1E-12M; 5E-11 M y 1E-12M; 1E-07 M y
1E-11M, 5E-07 M y 1E-11M; 1E-08 M y 1E-11M; 5E-08 M y 1E-
11M; 1E-09 M y 1E-11M; 5E-09 M y 1E-11M; 1E-10 M y 1E-11M;
5E-10 M y 1E-1M; 1E-07 M y 1E-10M, 5E-07 M y 1E-10M; 1E-08 M
y 1E-10M; 5E-08 M y 1E-10M; 1E-09 M y 1E-10M; 5E-09 M y 1E-
10M; 1E-07 M y 1E-09M, 5E-07 M y 1E-09M; 1E-08 M y 1E-09M;
5E-08 M y 1E-09M; 1E-07 M y 1E-08M, 5E-07 M y 1E-08M.

En algunas modalidades, los anticuerpos
descritos en la presente son capaces de unirse
especificamente a wuna proteina UNC5C o fragmentos de
proteina que comprenden o consisten en una secuencia de

aminodcidos variante de UNC5C. En algunas modalidades, 1la
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proteina o fragmento variante de UNCS5C comprende una
secuencia de aminodcidos que tiene al menos 70 %, al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al
menos 99 % de identidad con la sec. con num. de ident.:
99. En algunas modalidades, los anticuerpos descritos en
la presente son capaces de unirse especificamente a un
fragmento de UNC5C que comprende al menos 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas de la secuencia
de aminodcidos de UNC5C, o una secuencia variante de UNC5C.

El UNC5C puede ser UNC5C humano o UNC5C de ratén.
Adecuadamente, el UNC5C puede ser UNC5C humano. UNC5C puede
referirse al UNC5C humano, a menos que el contexto 1o
indique de cualquier otra manera. En otras modalidades,

por ejemplo, cuando el individuo a tratar es un mamifero

no humano, UNC5C puede ser UNC5C no humano.

Propiedades estructurales

Los anticuerpos de la presente descripcidédn pueden
dirigirse especificamente a un Gnico epitopo en la proteina
UNCS5C. E1l término epitopo, también conocido como
determinante antigénico, tal como se usa en la presente,
se refiere a cualquier determinante de proteina capaz de
unirse especificamente a una inmunoglobulina o fragmento
de esta. Los determinantes epitépicos, o antigénicos,
usualmente consisten en agrupaciones superficiales

quimicamente activas de moléculas, tales como aminoacidos
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0 cadenas laterales de azucar, y tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas especificas de carga.

Los anticuerpos descritos en la presente pueden
unirse a un epitopo discontinuo de UNC5C. Los anticuerpos
descritos en la presente pueden unirse a un epitopo que
comprende uno o mas de, o todos, los siguientes residuos de
UNC5C proporcionados como la sec. con num. de ident.: 99:
Thr89, G1ln90, GIlnl02, Lysl1l03, vallO7, Aspl08, Glul09, ArglloO,
Vallll, Tlell8, Argl20 o residuos correspondientes en una
secuencia homdéloga. En algunas modalidades, p. ej., en los
casos en los que el anticuerpo es un anticuerpo Unico de
cadena pesada, el anticuerpo se une a los residuos Thr89,
Gln90, Glnl02, Lysl103, Vvall07, Glul09, Ilell8 y Argl20.

En modalidades, uno o mads de (o todos) de 1los
residuos de VH 55, 63, 64, 65, 66, 74, 108, 110 en 1la
numeracidén IMGT interacttan con uno o mas residuos en el
epitopo. En modalidades, uno o mds de (o todos) de 1los
residuos VH 55 (Tyr), ©3 (Gly), 64 (T, H o S, mas
especificamente Thr), 65 (T o S, més especificamente Thr),
66 (Asn), 74 (Ser), 108 (Arg), 110 (Met) en la numeraciodn
IMGT interactlian con uno o mas residuos en el epitopo. Todos
estos residuos se conservan a través de la VH de los
anticuerpos 5262, 5996, 5997, 5998, 5999, 6000, 6001, 6002,
6003, 6004, 6005, 6033, 6034, 6035, 6036, 6037, 6038, 6039,

6177, 6178. Todos estos residuos aparte de 64 (Thr) y/o 65
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(Thr) se conservan a través de la VH de los anticuerpos 6187
(donde la posicién 64 es H y la posicidén 65 es T), 6191
(donde la posicién 64 es S y la posicidn 65 es S). Esto
indica que las sustituciones en estas posiciones serian
posibles mientras se mantiene la unidén al epitopo. Por lo
tanto, en modalidades, uno o mads de (o todos) de los residuos
VH 55 (Tyr), 63 (Gly), 64 (Thr o sustitucidn conservadora,
p. ej., Ho S), 65 (Thr o sustitucidn conservadora, p. €j.,
S), 66 (Asn), 74 (Ser), 108 (Arg), 110 (Met) en la numeracidn
IMGT interactian con uno o mas residuos en el epitopo. En
modalidades, uno o mas de (o todos) los residuos VL 38, 107,
108, 109 y 114 en la numeracidén IMGT interactlian con uno o
mas residuos en el epitopo. En modalidades, uno o mas de (o
todos) los residuos VL 38 (Y, D, L o T, tal como Tyr en
modalidades especificas), 107 (S, Y, F o W, tal como Ser en
modalidades especificas), 108 (Y, D, T o G, tal como Tyr en
modalidades especificas), 109 (S, D, K o ausente, tal como
Ser en modalidades especificas), 114 (T, N, S, R, G o A, tal
como Thr en modalidades especificas) en la numeracidén IMGT
interacttian con uno o mas residuos en el epitopo. La posicidn
38 es Tyr en los anticuerpos 5262, 6178, 6530, 6531, 6533,
6534, 6537, 6539, D en el anticuerpo 6335, L en el anticuerpo
6336 y T en el anticuerpo 6538. La posicién 107 es S en los
anticuerpos 5262 y 6178 (misma VL), Y en los anticuerpos
6530, 6532, 6533, 6534, 6535 y 6536, F en 6531, y W en los

anticuerpos 6537, 6538 y 6539. La posicidén 108 es Y en los
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anticuerpos 5262 y 6178, D en los anticuerpos 6530, 6532,
6533, 6534, 6535, 6537 y 6538, T en los anticuerpos 6531 y
6536, v G en el anticuerpo 6539. La posicidén 109 es S en los
anticuerpos 5262, 6178, 6530, 6533, 6534, 6535, 6536 y 6537,
D en los anticuerpos 6531 y 6538, K en el anticuerpo 6532 vy
ausente en el anticuerpo 6539. La posicién 114 es T en los
anticuerpos 5262, 6178 y 6536, N en los anticuerpos 6530,
6533 y 6538, S en los anticuerpos 6531 y 6537, R en el
anticuerpo 6532, G en el anticuerpo 6534, A en el anticuerpo
6535. Por lo tanto, en modalidades, la VH de un anticuerpo
como se describe en la presente tiene: en el residuo 55: Tyr,
en el residuo 63: Gly, en el residuo 64: T, H o S, mas
especificamente Thr, en el residuo 65: T o S, més
especificamente Thr, en el residuo 66: Asn, en el residuo
74: Ser, en el residuo 108: Arg, en el residuo 110: Met,
donde todas 1las posiciones estdn en la numeracién IMGT.
Ademds, en modalidades, la VL de un anticuerpo como se
describe en la presente tiene: en el residuo 38: Y, D, L o
T, tal como Tyr en modalidades especificas, en el residuo
107: S, Y, F o W, tal como Ser en modalidades especificas,
en el residuo 108: Y, D, T o G, tal como Tyr en modalidades
especificas, en el residuo 109: S, D, K o ausente (deleciédn),
tal como Ser en modalidades especificas, en el residuo 114:
T, N, S, R, G o A, tal como Thr en modalidades especificas,
donde todas las posiciones estdn en la numeracidén IMGT.

Cualquiera de los aminodcidos en cualquiera de estas
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posiciones se puede combinar entre si, y todas las
combinaciones resultantes se prevén explicitamente.

En algunos casos, (a) el residuo de VH 64 (p. eJj.,
Thr) de los anticuerpos descritos en la presente interactua
con Thr 89 del epitopo discontinuo; y/o (b) el residuo de VH
63(p. €j., Gly) de los anticuerpos descritos en la presente
interactua con Gln 90 del epitopo discontinuo; y/o (c) el
residuo de VH 65 (p. ej., Thr) de los anticuerpos descritos
en la ©presente interacttia con Gln 102 del epitopo
discontinuo; y/o (d) el residuo de VH 74 (p. ej., Ser) de
los anticuerpos descritos en la presente interactua con
Lysl03 del epitopo discontinuo; y/o (e) el residuo de VH 66
(Asn) de los anticuerpos descritos en la presente interactuia
con Val 107 del epitopo discontinuo; y/o (f) los residuos de
VH 55 (p. ej., Tyr), 66 (p. ej., Asn), 108 (p. ej., Arg) y/o
110 (p. ej., Met) de anticuerpos descritos en la presente
interactian con Glul09 del epitopo discontinuo; y/o (g) los
residuos de VH 108 (p. e3j., Arg), vy/o 110 (p. ej., Met) de
los anticuerpos descritos en la presente interactuan con
I1lell8 del epitopo discontinuo; y/o (h) el residuo de VH 55
(p. €j., Tyr), 64 (p. ej., Thr) y/o 65 (p. ej., Thr) de los
anticuerpos descritos en la presente interactia con Argl20
del epitopo discontinuo. En algunos casos, (i) el residuo de
VL 114 (p. ej., Thr) de los anticuerpos descritos en la
presente interactua con Vall07 y/o Aspl08, y/o Glul09 del

epitopo discontinuo; y/o (j) el residuo de VL 109 (p. ej.,
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Ser) de los anticuerpos descritos en la presente interactua
con Glul09 y/o Argll0 del epitopo discontinuo; y/o (k) el
residuo de VL 108 (p. ej., Tyr) de los anticuerpos descritos
en la presente interactiia con Argll0 y/o Vallll del epitopo
discontinuo; en donde los residuos de UNC5C son aquellos en
las posiciones especificadas en la sec. con num. de ident.:
99 o posiciones correspondientes en una secuencia homdloga.
El experto en la técnica estard familiarizado con los métodos
para mapear epitopos, que incluyen, pero sin limitarse a, la
cocristalografia de rayos X como se describe en la presente;
la microscopia electrdénica criogénica como se describe, por
ejemplo, en Renaud et al., 2018; las -estrategias de
mutagénesis, tal como la mutagénesis por escaneo de alanina
como se describe, por ejemplo, en Cunningham et al., 1989.
Un “dominio de unidén a antigeno” describe la parte
de una molécula que se une a todo o parte del antigeno
diana. Un anticuerpo comprende generalmente seis regiones
determinantes de la complementariedad (CDR); tres en la
regién VH: HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y tres en la regidén VL:
LCDR1, LCDR2, vy LCDR3. Las seis CDR juntas definen el
pardtopo del dominio de unidén al antigeno, que es la parte
del dominio de unién al antigeno gque se une al antigeno
diana. El paratopo de un anticuerpo como se describe en la
presente puede incluir los siguientes residuos de VH: 55
(p. ej., Tyr), 63 (p. ej., Gly), 64 (p. ej., Thr, His o

Ser), 65 (p. ej., Thr o Ser), 66 (p. ej., Asn), 74 (p. ej.,
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Ser), 108 (p. ej., Arg), 110 (p. ej., Met) en la numeracidn
IMGT. El1 paratopo de un anticuerpo como se describe en la
presente puede incluir los siguientes residuos de VL: 38
(p. j., Tyr, D, L o T), 107 (p. ej., Ser, Y, F o W), 108
(p. ej., Tyr, D, T o G), 109 (p. ej., Ser, D, K o
(delecidén)), 114 (p. ej., Thr, N, S, R, G o A) en la
numeracidén IMGT. Por lo tanto, un anticuerpo de acuerdo con
cualquier modalidad de la presente descripcidén puede
comprender una VH con los siguientes residuos: en la
posicidén 55: Tyr, en la posicidén 63: Gly, en la posicidn
64: Thr, en la posicidén 65: Thr, en la posicidn 66: Asn,
en la posicidén 74: Ser, en la posicidén 108: Arg, en la
posicién 110: Met en la numeracidédn IMGT. Ademéds, un
anticuerpo de acuerdo con cualguier modalidad de 1la
presente descripcidén puede comprender una VL con los
siguientes residuos: en la posicidén 38: Tyr, en la posicidn
107: Ser, en la posicidén 108: Tyr, en la posicidén 109: Ser,
en la posicién 114: Thr en la numeracidédn IMGT. La presente
descripcidén se relaciona principalmente con moléculas de
anticuerpo, ya sea el anticuerpo completo (p. ej., IgG, tal
como IgGl) o fragmentos del anticuerpo (p. ej., fragmento
variable monocatenario (scFv, por sus siglas en inglés),
fragmentos de anticuerpo (Fab, por sus siglas en inglés) o
fragmentos de anticuerpo bivalente (F(ab’)2), anticuerpo
de dominio Unico (sdAb, por sus siglas en 1inglés). Se

proporcionan regiones de unidén al antigeno del anticuerpo
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(también denominadas “porciones de unidén al antigeno”), al
igual que los dominios variables de cadena pesada (VH) vy
dominios variables de cadena ligera (VL) del anticuerpo.
Dentro de los dominios VH y VL se proporcionan regiones
determinantes de complementariedad (CDR) , que pueden
proporcionarse dentro de diferentes regiones marco (FR),
para formar dominios VH o VL, segln sea el caso. Un sitio
de unidén al antigeno puede consistir en un dominio VH de
anticuerpo y/o un dominio VL. Por lo tanto, un anticuerpo
de acuerdo con la presente descripcién puede ser una
molécula de anticuerpo scFv, un nanocuerpo O un anticuerpo
completo. El anticuerpo puede comprender una regidn
constante de anticuerpo. La regidén constante del anticuerpo
puede ser una regidn constante humana, tal como una regidn
constante IgGl humana. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo completo. El anticuerpo puede ser una IgG, tal
como una IgGl o una variante de esta. El anticuerpo puede
ser una variante de IgGl L234A/L235A (LALA).

Los anticuerpos de acuerdo <con la presente
descripcidén pueden proporcionarse en forma aislada. E1
término “anticuerpo” comprende un fragmento o derivado de
este, o un anticuerpo sintético o fragmento de anticuerpo
sintético.

La porcidén de unidén a antigenos puede ser una
parte de un anticuerpo (p. ej., un fragmento Fab) o un

fragmento de anticuerpo sintético (p. ej., un scFv). Los
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anticuerpos adecuados para antigenos seleccionados pueden
prepararse mediante técnicas conocidas, por ejemplo, 1las
descritas en  “Monoclonal Antibodies: A  manual of
techniques”, H Zola (CRC Press, 1988) y en “Monoclonal
Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications”, J G R
Hurrell (CRC Press, 1982). Los anticuerpos quiméricos se
analizan por Neuberger et al (1988, 8th International
Biotechnology Symposium Part 2, 25 792-5 799).

Un anticuerpo o fragmento de este puede ser un
anticuerpo monoclonal (mAb, por sus siglas en inglés). Los
mAb son poblaciones homogéneas de anticuerpos dirigidos
especificamente a un Unico epitopo en un antigeno.

También pueden proporcionarse fragmentos de
anticuerpos, tales como fragmentos Fab y F(ab’)2, al igual
que anticuerpos disefiados genéticamente y fragmentos de
anticuerpos. Los dominios VH y VL del anticuerpo estéan
involucrados en el reconocimiento de antigenos, un hecho
reconocido por primera vez por los primeros experimentos de
digestién de proteasas. Se encontré una confirmacidén
adicional mediante la “humanizacidén” de anticuerpos de
roedores. Los dominios variables de origen de roedor pueden
fusionarse con dominios constantes de origen humano, de tal
manera que el anticuerpo resultante retenga la especificidad
antigénica del anticuerpo parental de roedor (Morrison et

al (1984) Proc. Natl. Acad. Sd. USA 81, 6851-6855).
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Esa especificidad antigénica es conferida por
dominios variables y es 1independiente de 1los dominios
constantes como se conoce a partir de experimentos que
implican la expresidén bacteriana de fragmentos de
anticuerpos, todos conteniendo uno o mas dominios
variables. Estas moléculas incluyen moléculas similares a
Fab (Better et al (1988) Science 240, 1041); moléculas Fv
(Skerra et al (1988) Science 240, 1038); moléculas de Fv
monocatenario (ScFv) donde los dominios asociados VH y VL
se unen mediante un oligopéptido flexible (Bird et al
(1988) Science 20 242, 423; Huston et al (1988) Proc. Natl.
Acad. Sd. USA 85, 5879) y anticuerpos de dominio unico
(dAb) que comprenden dominios V aislados (Ward et al (1989)
Nature 341, 544). Una revisidén general de las técnicas
implicadas en la sintesis de fragmentos de anticuerpos que
retienen sus sitios de unidén especificos se encuentra en
Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293- 299.

La expresidén “moléculas de ScFv”’ se refiere a
moléculas en donde los dominios asociados VH y VL se unen
covalentemente, p. ej., mediante un oligopéptido flexible.
Los fragmentos de anticuerpos Fab, Fv, ScFv y sdAb se
pueden expresar todos y ser secretados a partir de E. coli,
lo que permite la produccién facil de grandes cantidades
de dichos fragmentos.

Los anticuerpos enteros, y los fragmentos

F(ab')2 son “bivalentes”. El término “bivalente” significa
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que dichos anticuerpos y fragmentos F(ab')2 tienen dos
sitios de combinacidén de antigenos. En contraste, 1los
fragmentos Fab, Fv, ScFv y dAb son monovalentes, teniendo
solo un sitio de combinacidén de antigenos.

Los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidn pueden estar etiquetados de manera detectable
0, al menos, ser capaces de ser detectados. Por ejemplo, el
anticuerpo puede estar etiquetado con un &tomo radiactivo o
una molécula coloreada o una molécula fluorescente o una
molécula gque se puede detectar facilmente de cualquier otra
manera. Las moléculas detectables adecuadas incluyen
proteinas fluorescentes, luciferasa, sustratos enzimaticos
y radiocetiquetas. La entidad de unidén (anticuerpo o
fragmento de este) puede estar directamente etiquetada con
una etiqueta detectable o) puede estar etiquetada
indirectamente. Por ejemplo, la entidad de unidén puede ser
un anticuerpo no etiquetado que se puede detectar por otro
anticuerpo que estd etiquetado. Alternativamente, el segundo
anticuerpo puede tener biotina unida y la unién de 1la
estreptavidina etiquetada a la biotina se usa para etiquetar
indirectamente el primer anticuerpo.

Un “fragmento” de un anticuerpo puede comprender
cualgquier numero de residuos de un anticuerpo “parental”,
conservando al mismo tiempo la capacidad de unidén a la
diana. Un fragmento puede carecer de funcidén efectora, por

ejemplo puede ser completamente incapaz de unirse o mostrar
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una unidén disminuida al receptor Fc, con relacidén al
progenitor. Un fragmento es tipicamente méds pequefio que el
anticuerpo parental. Un fragmento puede comprender 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas de los aminoacidos
contiguos o no contiguos del anticuerpo parental. Un
fragmento puede comprender 50, 100, 150, 200, 250, 300 o
mas aminodcidos contiguos o no contiguos del anticuerpo
parental. Un fragmento puede comprender deleciones en la
regién Fc, o de la regidén Fc. Un fragmento puede retener
las CDR y/o los dominios variables del anticuerpo parental,
inalterados. En algunas modalidades, un fragmento es un
fragmento Fab o un fragmento F(ab’)2.

Las secuencias CDR se describen en la presente
usando la numeracién IMGT (Lefranc, M.-P., Immunology
Today, 18, 509 (1997)).

Los anticuerpos de acuerdo <con la presente
descripcidén pueden tener un dominio variable de cadena pesada
(VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo ATL 5262, ATL 6036, ATL 6039, ATL 6177 o
ATL 6178. Los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener las siguientes CDR de cadena pesada:

CDRH1: sec. con num. de ident.: 20; CDRH2: sec.
con num. de ident.: 21 o sec. con num. de ident.: 22; vy
CDRH3: Sec. con num. de ident.: 23.

La descripcidédn proporciona ademds anticuerpos que

comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) con las
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CDR de la VH de los anticuerpos ATL 6187 o ATL 6191: CDRHI
que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num.
de ident.: 115 o la sec. con num. de ident.: 116, CDRH2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de
ident.: 117 o la sec. con num. de ident.: 118, y CDRH3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de
ident.: 119 o la sec. con num. de ident.: 120. En particular,
los anticuerpos de acuerdo con la presente descripcidn pueden
tener un dominio variable de cadena pesada (VH) con las CDR
del dominio variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
ATL 6187, es decir, CDRHlI gque comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 115, CDRH2 que
comprende la secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de
ident.: 117, 'y CDRH3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 119. Ademés, los
anticuerpos de acuerdo con la presente descripcidén pueden
tener un dominio variable de cadena pesada (VH) con las CDR
del dominio variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
ATL 6191, es decir, CDRHl1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 116, CDRH2 que
comprende la secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de
ident.: 118, 'y CDRH3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 120. En un
anticuerpo de acuerdo con la presente descripcién, al menos

una de las secuencias CDR 1-3 de VL puede variar. Por ejemplo,
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una variante puede tener las CDR de VH que tienen hasta 3
mutaciones de aminodcidos sobre las CDR de VH anteriores.
La descripcidn proporciona ademés anticuerpos que
comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) con las
CDR de la VH de los anticuerpos ATL 6530; ATL 6531;
ATL 6532; ATL 6533; ATL 6534; ATL 6535; ATL 6536; ATL 6537;
ATL 6538; ATL 6539: CDRH1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de las sec. con nums. de ident.: 142-149, CDRH2
que comprende la secuencia de aminoidcidos de las sec. con
nums. de ident.: 150-158, y CDRH3 que comprende la secuencia
de aminodcidos las sec. con nums. de ident.: 159-168. En
particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada
(VH) del anticuerpo ATL 6530, es decir, CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoidcidos de la sec. con num. de ident.:
142, CDRH2 que comprende la secuencia de aminodcidos de 1la
sec. con num. de ident.: 150, y CDRH3 gue comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 159.
En particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada
(VH) del anticuerpo ATL 6531, es decir, CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
143, CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la

sec. con num. de ident.: 151, y CDRH3 gque comprende la
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secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 160.
En particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidn pueden tener un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada
(VH) del anticuerpo ATL 6532, es decir, CDRH1 que comprende
la secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.:
144, CDRH2 que comprende la secuencia de aminodcidos de la
sec. con num. de ident.: 152, y CDRH3 gque comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 161.
En particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada
(VH) del anticuerpo ATL 6533, es decir, CDRH1 que comprende
la secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.:
145, CDRH2 que comprende la secuencia de aminodcidos de 1la
sec. con num. de ident.: 153, y CDRH3 gque comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 162.
En particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada
(VH) del anticuerpo ATL 6534, es decir, CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
144, CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 152, y CDRH3 gque comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 163.

En particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
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descripcidbn pueden tener un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada
(VH) del anticuerpo ATL 6535, es decir, CDRH1 que comprende
la secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.:
143, CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 154, y CDRH3 gque comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 164.
En particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada
(VH) del anticuerpo ATL 6536, es decir, CDRH1 que comprende
la secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.:
146, CDRH2 que comprende la secuencia de aminoadcidos de 1la
sec. con num. de ident.: 155, y CDRH3 gque comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 165.
En particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener un dominio variable de cadena
pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada
(VH) del anticuerpo ATL 6537, es decir, CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
147, CDRH2 que comprende la secuencia de aminoadcidos de la
sec. con num. de ident.: 156, y CDRH3 gque comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 166.

En particular, los anticuerpos de acuerdo con la
presente descripcidén pueden tener un dominio variable de

cadena pesada (VH) con las CDR del dominio variable de cadena
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pesada (VH) del anticuerpo ATL 6538, es decir, CDRH1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de
ident.: 148, CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la sec. con num. de ident.: 157, y CDRH3 que comprende la
secuencia de aminocdcidos de la sec. con num. de ident.: 167.
En particular, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidn pueden tener un dominio variable de cadena pesada
(VH) con las CDR del dominio variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo ATL 6539, es decir, CDRH1I que comprende la
secuencia de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 149,
CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec.
con num. de ident.: 158, y CDRH3 que comprende la secuencia
de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 168. En un
anticuerpo de acuerdo con la presente descripcidén, al menos
una de las secuencias CDR 1-3 de VL puede variar. Por ejemplo,
una variante puede tener las CDR de VH que tienen hasta 3
mutaciones de aminodcidos sobre las CDR de VH anteriores.
En un anticuerpo de acuerdo con la presente
descripcidén, al menos una de las secuencias CDR 1-3 de VL
puede variar. Es decir, el conjunto anterior de las CDR puede
comprender una, dos o tres mutaciones. Las mutaciones como
se usan en la presente se refieren a sustituciones,
inserciones o deleciones de aminodcidos. Las mutaciones
pueden introducirse mediante técnicas estandar, tales como
mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCR.

Una variante puede tener una o dos mutaciones de aminoacidos,
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tales como sustituciones en comparacidén con el conjunto de
CDR1-3 de VH descrito anteriormente. En algunas modalidades,
un anticuerpo de acuerdo con la descripcidn comprende las
CDR con secuencias que tienen una o dos mutaciones, tales
como sustituciones en comparacidén con las secuencias de CDR
de VH de cualquier anticuerpo descrito en la presente. Por
ejemplo, un anticuerpo de acuerdo con la descripcidn puede
comprender las CDR de VH con las secuencias de cualquier
anticuerpo anterior, excepto que una o dos de las CDRH
comprenden una sustitucidén, donde el nlmero total de
sustituciones a través de las CDRH no excede 2. En
modalidades, una variante puede tener una, dos o tres,
preferentemente como madximo una o dos sustituciones en cada
una de una o mas de las CDR1-3 de VH descritas anteriormente.
Las regiones CDRH1 de cualguier anticuerpo o fragmento
descrito en 1la presente pueden tener una longitud de 8
aminodcidos. Las regiones CDRH2 de cualguier anticuerpo o
fragmento descrito en la presente pueden tener una longitud
de 7 amino&cidos. Las regiones CDRH3 de cualquier anticuerpo
o fragmento descrito en la presente pueden tener una longitud
de 13 aminodcidos. En modalidades, una variante puede tener

o)

las CDR de VH que tienen al menos 70 %, al menos 80 % o al
menos 90 % de identidad de secuencia con cualquier conjunto
de las CDR de VH descritas en la presente. Por ejemplo, una

variante con una longitud combinada de CDRH 1-3 de 28

aminodcidos puede tener hasta 8, hasta 5 o hasta 2
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sustituciones de aminoacidos en comparacidén con un conjunto
de las CDR de VH descritas en la presente. En modalidades,
una variante puede tener una o dos sustituciones que
comprenden o consisten en una sustitucidén en la posicidn 58
en CDRH2. La sustitucidén puede ser N58Y.

Un anticuerpo de acuerdo <con la presente
descripcidén puede tener una VH con las siguientes CDRH:
CDRH1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec.
con num. de ident.: 20, CDRH2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 21 y CDRH3
que comprende la secuencia de aminodcidos de la sec. con
num. de ident.: 23. Estas son las CDR de VH de ATL 5262 y
todas las variantes de estas, excepto ATL 6178 (es decir
ATL 6033, 6034, 6035, 6036, 6037, 6038, 6039, 6177).

Un anticuerpo de acuerdo con la presente
descripcidén puede tener una VH con las siguientes CDRH:
CDRH1 gue comprende la secuencia de aminocadcidos de la sec.
con num. de ident.: 20, CDRH2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de la sec. con ntim. de ident.: 22 y CDRH3
que comprende la secuencia de aminodcidos de la sec. con
nam. de ident.: 23. Estas son las CDR de VH de ATL 6178

Un anticuerpo de acuerdo con la presente
descripcidén puede tener una VH con las siguientes CDRH:
CDRH1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la sec.
con num. de ident.: 144, CDRH2 que comprende la secuencia

de aminoécidos de la sec. con num. de ident.: 152 y CDRH3
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que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con
num. de ident.: 161. Estas son las CDR de VH o ATL 6532.
Estas son las CDR de ATL 6533. Los anticuerpos de acuerdo
con la presente descripcidén pueden tener un dominio
variable de cadena ligera (VL) con las CDR del dominio
variable de cadena ligera (VL) del anticuerpo ATL 5262
(idéntico a los de ATL 6178), ATL 6002, o ATL 6003, o
ATL6187, o mas especificamente ATL 5262, o ATL 6002. Los
anticuerpos de acuerdo con la presente descripcidédn pueden
tener las siguientes CDR de cadena ligera:

CDRL1l: sec. con num. de ident.: 31 o 32,

CDRL2: sec. con num. de ident.: 34, y

CDRL3: sec. con num. de ident.: 40 o 47 o 121.

En un anticuerpo de acuerdo con 1la presente
descripcidén, al menos una de las secuencias CDR 1-3 de VL
puede variar. Una variante puede tener 1, 2 o 3 mutaciones
de aminodcidos, tales como sustituciones en comparacidn con
el conjunto de CDR1-3 de VL descrito anteriormente. En
algunas modalidades, un anticuerpo de acuerdo con la
descripcidén comprende las CDR con secuencias gque tienen
entre 1 vy 3 mutaciones, tales como sustituciones en
comparacién con las secuencias de CDR de VL de cualquier
anticuerpo descrito en la presente. Por ejemplo, un
anticuerpo de acuerdo con la descripcidén puede comprender
las CDR de VL con las secuencias de cualquier anticuerpo

anterior, excepto que de una a 3 de las CDRL comprenden una
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sustitucidén, donde el numero total de sustituciones a través
de las CDRL no exceden de 3. En modalidades, una variante
puede tener una, dos o tres, preferentemente como maximo una
o dos sustituciones en cada una de una o mas de las CDR1-3
de VL descritas anteriormente. Las regiones CDRL1 de
cualquier anticuerpo o fragmento descrito en la presente
pueden tener una longitud de entre 6 y 12 aminoacidos,
preferentemente 6 aminodcidos. Las regiones CDRL2 de
cualquier anticuerpo o fragmento descrito en la presente
pueden tener una longitud de 3 aminocacidos. Las regiones
CDRL3 de cualquier anticuerpo o fragmento descrito en la
presente pueden tener una longitud de 9 o 10 aminoacidos,
preferentemente 9. En modalidades, una variante puede tener

o)

las CDR de VL que tienen al menos 70 %, al menos 80 % o al
menos 90 % de identidad de secuencia con cualquier conjunto
de las CDR de VL descritas en la presente. Por ejemplo, una
variante con una longitud combinada de CDRL 1-3 de 18
aminodcidos (tal como, p. ej., una variante de las CDRL
ATL 0005262 o ATLO006003) puede tener hasta 5, hasta 3, o
hasta 1 sustitucién de aminocdcidos en comparacidén con un
conjunto de las CDR de VL descritas en la presente.

Los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcién pueden tener una VL con las siguientes CDRL:

CDRL1l: sec. con num. de ident.: 24, CDRL2: sec. con num.

de ident.: 34, CDRL3: Sec. con num. de ident.: 40 Estas
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son las CDR de VL de los anticuerpos ATL 5262; 6033; 6034;

6035; 6036; 6037; 6038; 6039; 6177; 6178, 6187 y 6191.

Los

anticuerpos de acuerdo con la presente

descripcidn pueden tener una VL que comprende:

(a)

las secuencias marco de ATL 5262 (y 6002, 6003,
6187, 6191): LFWR1 de la sec. con num. de
ident.: 63; LFWR2 de la sec. con num. de
ident.: 71; LFWR3 de la sec. con num. de
ident.: 77; y LFWR4 de la sec. con num. de
ident.: 85;

las secuencias marco de ATL 5996: LFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 64; LFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 71; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 78; y LFWR4 de la sec.
con num. de ident.: 86;

las secuencias marco de ATL 5997: LFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 65; LFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 72; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 79; y LFWR4 de la sec.
con num. de ident.: 87;

las secuencias marco de ATL 5998: LFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 66; LFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 73; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 80; y LFWR4 de la sec.

con num. de ident.: 87;
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(e)

las secuencias marco de ATL 5999: LFWR1l de
la sec. con num. de ident.: 67; LFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 73; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 81; y LFWR4 de la sec.
con num. de ident.: 87;

las secuencias marco de ATL 6000: LFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 68; LFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 74; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 82; y LFWR4 de la sec.
con num. de ident.: 88;

las secuencias marco de ATL 6001: LFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 63; LFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 75; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 77; y LFWR4 de la sec.
con num. de ident.: 89;

las secuencias marco de ATL 6004: LFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 69; LFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 72; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 83; y LFWR4 de la sec.
con num. de ident.: 85;

las secuencias marco de ATL 6005: LFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 70; LFWR2 de la
sec. con num. de ident.: 76; LFWR3 de la sec.
con num. de ident.: 84; y LFWR4 de la sec.

con num. de ident.: 90;
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(j) o secuencias marco que comprenden hasta 5 o
hasta 10 mutaciones, tales como sustituciones,
en comparacién con las secuencias anteriores.
Los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener una VL que comprende las
secuencias marco de cualquiera de ATL 6530, ATL 6531,
ATL 6532, ATL 6533, ATL 6534, ATL 6535, ATL 6536,
ATL 6537, ATL 6538, ATL 6539.

Las CDR 1-3 de VH y opcionalmente las CDR 1-3 de
VL de cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente
también pueden ser particularmente Utiles junto con varias
regiones marco diferentes. En consecuencia, 1las cadenas
ligeras y/o pesadas que tienen las CDR 1-3 como se describid
anteriormente pueden poseer una regidén marco alternativa.
Las regiones marco adecuadas son conocidas en la técnica vy
se describen por ejemplo en M. Lefranc & G. Le Franc (2001)
“The Immunoglobulin Facts Book”, Academic Press.

Un anticuerpo de la descripcidén puede tener 1la
CDRH1, CDRH2 y CDRH3 del dominio VH dentro de un marco de
linea germinal. En algunas modalidades, el anticuerpo de
la descripcidén tiene un dominio variable de cadena pesada
(VH) gue comprende CDRH1, CDRH2 y CDRH3 dentro de un marco
de linea germinal, siempre gque la posicidén 67 en la
numeraciédn IMGT estandar sea Q.

Un anticuerpo de la descripcidén puede tener un

dominio variable de cadena pesada (VH) con las secuencias
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marco FWRH1, FWRH2, FWRH3 y FWRH4 de cualquiera de las
variantes ATL 5262 (es decir, anticuerpos ATL 0005996,
ATL 0005997, ATL 0005998, ATL 0005999, ATL 0006000,
ATL 0006001, ATL 0006002, ATL 0006003, ATL 0006004,
ATL 0006005, ATL 0006036, ATL 0006039, ATL 0006177,
ATL 0006178) .

Un anticuerpo de acuerdo con la descripcidn puede
tener una VH con las siguientes secuencias marco: HFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 50; HEFWR2 de la sec. con num. de
ident.: 51; HEFWR3 de la sec. con num. de ident.: 55; y HFWR4
de la sec. con num. de ident.: 62; o secuencias marco que
comprenden de una a cinco mutaciones, tales Ccomo
sustituciones, en comparacidédn con estas secuencias marco.

Las mutaciones en las secuencias de FWRH pueden
incluir una o mas de, o todas de: (i) HFWR2: posiciones
40, 49, (ii) HFWR3: posiciones 80, 82, 86. En algunas
modalidades, las mutaciones en las secuencias marco son
sustituciones % se seleccionan de las siguientes
posiciones en la numeracidén IMGT estéandar: (i) HFWR2: en
las posiciones 40: T40S, en la posicién 49: R49G, (ii)
HFWR3: en la posicién 80: I80V, en la posicidén 82: T82K,
en la posicidén 86: H86Q; en la numeracidn IMGT estandar.

Las mutaciones en las secuencias de FWRH no
pueden incluir una sustitucidén en la posicidén 67 en la

numeracién IMGT estéandar.
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Un anticuerpo de acuerdo con la descripcidn puede
tener una VH con las siguientes secuencias marco: HFWR1 de
la sec. con num. de ident.: 50; HFWR2 de las sec. con nums.
de ident.: 51-54; HFWR3 de las sec. con nums. de ident.:
55-61; y HFWR4 de la sec. con num. de ident.: 62.

El anticuerpo de acuerdo <con la presente
descripcidén puede tener un dominio wvariable de cadena
pesada (VH) que comprende las siguientes secuencias marco:

HFWR1 de ATL_6187 o) ATL_6191:

QOVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVS (sec. con ndm. de

ident.: 50);

HFWR2 de ATL 6187 o ATL 6191: WSWIRQPPGKGLEWIGY

(sec. con num. de ident.: 52) o WSWIRQTPGKGLEWIGY

(sec. con num. de ident.: 195);

HFWR3 de ATL 6187 o ATL 6191:
NONPSLKSRVTMSVDSSKSQLSLKLTSVTAADTAVYYC (sec.
con num. de ident.: 196) o}
NYNPSLKSRVTISVDTFKNQFSLKLTSVTAADTAVYYC (sec.
con num. de ident.: 197);

HFWR4 de ATL 6187 o ATL 6191: WGQGILVIVSS (sec.
con num. de ident.: 198) o WGQGTLVTVSS (sec. con
num. de ident.: 62), o

secuencias marco que comprenden de una a diez o
de una a 5 mutaciones, tales como sustituciones,

en comparacién con estas secuencias marco.
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mas,

Las

o todos,

El

mutaciones en la FWRH pueden incluir uno o
de:

En HEFWR1l: posicidén 25, opcionalmente en
donde la mutacidén es la sustitucidn V25Q;
En HEFWR2: posicidén 43, opcionalmente en
donde la mutacidén es la sustitucidén I42V;
posicién 49 opcionalmente en donde la
mutacidédn es la sustitucidn R49A;

En HEWR3: posicidén 68, opcionalmente en donde
la mutacidén es la sustitucidn N68S; posicidn
78, opcionalmente en donde la mutacidén es la
sustitucién I78M; posicidédn 81, opcionalmente
en donde la mutacién es la sustitucidn D81Y;
posicién 83, opcionalmente en donde 1la
mutacién es la sustitucidédn S83F; posicién 84,
opcionalmente en donde la mutacién es 1la
sustitucién K84T; posicidédn 87, opcionalmente
en donde la mutacién es la sustitucidbn F87L;
En HFWR4: posicién 122, opcionalmente en
donde la mutacién es la sustitucidén I122K;
posicién 125, opcionalmente en donde 1la
mutacidén es la sustitucidén T125T.

anticuerpo de acuerdo con la ©presente

descripcidén puede tener un dominio variable de cadena

pesada (VH)

que comprende las secuencias marco de

cualquiera de los anticuerpos ATL 6530, 6531, 6532, 6533,

90



10

15

20

25

6534, 6535, 656, 6537, 6538 o 6539, o secuencias marco que
comprenden de una a cinco mutaciones, tales como
sustituciones, en comparacidén con estas secuencias marco.
Por lo tanto, los anticuerpos de acuerdo con la presente
descripcidén pueden tener una VH que comprende

(a) HFWR1 de QVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAAS sec. con
nam. de ident.: 199; HEWR2 de
MNWVRQAPGKGLEWVSS sec. con num. de ident.:
200; HFWR3 de
YYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC sec.
con num. de ident.: 201; HFWR4 de WGQGTLVTVSS
sec. con num. de ident.: 62, (secuencias
marco de ATL 6530);

(b) HFWR1 de EVQLVESGGVVVQPGGSLRLSCAAS sec. con
nam. de ident.: 202; HFWR2 de
MHWVRQAPGKGLEWVSL sec. con num. de ident.:
203; HFWR3 de
YYADSVKGRETISRDNSKNSLYLOMNSLRAEDTALYYC sec.
con num. de ident.: 204; HFWR4 de WGQGTLVTVSS
sec. con num. de ident.: 62, (secuencias
marco de ATL 6531)

(c) HFWR1 de QVTLKESGAEVKKPGASVKVSCKAS sec. con
num. de ident.: 205; HFWR2 de
MHWVRQAPGQGLEWMGR sec. con num. de ident.:
206; HFWR3 de

NYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYC sec.
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con num. de ident.: 207; HFWR4 de WGQGTMVTVSS
sec. con num. de ident.: 208, (secuencias
marco de ATL 6532)

HFWR1 de QVQLQQOSGGGLVKPGGSLRLSCAAS sec. con
nam. de ident.: 209; HFWR2 de
MSWIRQAPGKGLEWVSY sec. con num. de ident.:
210 HFWR3 de
NYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC sec.
con num. de ident.: 211; HFWR4 de WGQGTMVTVSS
sec. con num. de ident.: 208, (secuencias
marco de ATL 6533)

HFWR1 de QVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKAS sec. con
nam. de ident.: 212; HFWR2 de
MHWVRQAPGQGLEWMGR sec. con num. de ident.:
206; HFWR3 de
NYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYC sec.
con num. de ident.: 207; HFWR4 de WGQGTMVTVSS
sec. con num. de ident.: 208, (secuencias
marco de ATL 6534)

HFWR1 de EVQLLETGGGLVQPGRSLRLSCAAS sec. con
num. de ident.: 13; HEFWR2 de
MHWVRQAPGKGLEWVSG sec. con num. de ident.:
14; HFWR3 de
GYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOQMNSLRAEDTALYYC sec.

con num. de ident.: 15; HFWR4 de WGQGTMVTVSS
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sec. con num. de ident.: 208, (secuencias
marco de ATL 6535)

HFWR1 de EVQLLESAGGVVQLGRSLRLSCAAS sec. con
nam. de ident.: 216; HFWR2 de
MHWVRQAPGKGLEWVAI sec. con num. de ident.:
217; HFWR3 de
YYAGSVGGRFTISRDNSKNTLYLQMDSLRSDDTAVYYC sec.
con num. de ident.: 218; HFWR4 de WGHGTMVTVSS
sec. con num. de ident.: 219, (secuencias
marco de ATL 6536)

HFWR1 de QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGS sec. con
nam. de ident.: 220; HFWR2 de
IGWVRQMPGKGLEWMGI sec. con num. de ident.:
221; HFWR3 de
RYSPSFQGQVTISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMYYC sec.
con num. de ident.: 222; HFWR4 de WGQGTTVTVSS
sec. con num. de ident.: 223, (secuencias
marco de ATL 6537)

HFWR1 de QVQLQESGPGLVKPSGTLSLTCAVS sec. con
num. de ident.: 224; HFWR2 de
WSWVRQPPGKGLEWIGE sec. con num. de ident.:
225; HFWR3 de
NYNPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC sec.
con num. de ident.: 226; HFWR4 de WGQGTLVTVSS
sec. con num. de ident.: 62, (secuencias

marco de ATL 6538)
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Las

mutaciones en

HFWR1 de QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCSAS sec. con
num. de ident.: 227; HEWR2 de
MSWVRQAPGKGLEWVST sec. con num. de ident.:
228; HFWR3 de
YYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLOMNSLRAEDTAVYYC sec.
con num. de ident.: 229; HFWR4 de WGQGTMVTVSS
sec. con num. de ident.: 208, (secuencias
marco de ATL 6539)
O secuencias marco qgque comprenden de una a
cinco mutaciones, tales como sustituciones,
en comparacidén con estas secuencias marco.
mutaciones en la FWRH ©pueden incluir
una o mas, o todas, de posiciones:
En HFWR1l: 1, opcionalmente en donde la
mutaciodn es la sustitucidn QlE; 1,
opcionalmente en donde la mutacién es la
sustituciédn Q3T; 6, opcionalmente en donde
la mutacién es la sustitucidén E6Q; 7,
opcionalmente en donde la mutacién es la
sustitucidén S7T; 12, opcionalmente en donde
la mutacidén es la sustitucidédn L12V; 13,
opcionalmente en donde la mutacién es la
sustitucidén V13K; 15, opcionalmente en donde
la mutacidén es la sustitucidén P15L; 16,
opcionalmente en donde la mutacién es 1la

sustitucidén S16G; 19, opcionalmente en donde
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la mutacién es la sustitucidén L1OV; 21,
opcionalmente en donde la mutacidén es la
sustitucidén L21V; 22, opcionalmente en donde
la mutacidén es la sustitucidn S22T;

En HFWR2: 48, opcionalmente en donde la
mutacidén es la sustitucidn K48Q;

En HFWR3: 74, opcionalmente en donde la
mutacidén es la sustitucidn S74G; 75,
opcionalmente en donde la mutacién es la
sustitucidén R75Q; 76, opcionalmente en donde
la mutacidédn es la sustitucidédn VToF; 78,
opcionalmente en donde la mutacién es 1la
sustitucién I78M; 79, opcionalmente en donde
la mutacidédn es la sustitucidédn S79T; 83,
opcionalmente en donde la mutacién es 1la
sustitucién S83A; 84, opcionalmente en donde
la mutacidédn es la sustitucidn K84I; 85,
opcionalmente en donde la mutacién es 1la
sustitucidén N85S; 89, opcionalmente en donde
la mutacién es la sustitucidén L8OM; 93,
opcionalmente en donde la mutacién es 1la
sustitucidén S93R; 96, opcionalmente en donde
la mutacidén es la sustitucidn A96S;

En HFWR4: 120, opcionalmente en donde la

mutacidédn es la sustitucidédn Q120H.
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En esta memoria descriptiva, los anticuerpos
pueden tener regiones VH (y opcionalmente VL) que
comprenden una secuencia de aminodcidos que tiene un alto
porcentaje de identidad de secuencia con las secuencias de
aminodcidos VH y/o VL descritas anteriormente.

Por ejemplo, los anticuerpos de acuerdo con la
presente descripcidén incluyen anticuerpos que se unen al
UNC5C y tienen una regidédn VH que comprende una secuencia
de aminodcidos que tiene al menos 70 %, mas preferentemente

una de al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,

o°

de identidad de secuencia con la

o\

98 &%, 99 % o 100
secuencia de aminocadcidos de 1la regién VH de cualquier
anticuerpo descrito en la presente, tal como ATL 5262,
ATL 6036, ATL 6039, ATL 6177, ATL 6178, ATL 6187, ATL 6191,
ATL 6530-6539 (sec. con num. de ident.: 1, 5, 8, 91, 93,
112, 113, 122-131). Nbébtese que cualquier secuencia obtenida
aplicando wuna o méds sustituciones conservativas de
aminodcidos a una secuencia como se describe en la presente
también estd comprendida, siempre que la identidad de
secuencia global esté dentro de los rangos proporcionados
y que el anticuerpo resultante aun se una al UNCS5C y compita
con/imita la unién de netrina-1 al UNCS5C.

Un anticuerpo de la descripcidén puede tener la
CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del dominio VL dentro de un marco de
linea germinal. Un anticuerpo de la descripcidén puede tener

un dominio variable de cadena ligera (VL) con 1las
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secuencias marco LFWR1, LFWR2, LFWR3 y LFWR4 de cualquiera
de las variantes de ATL 5262, gque incluyen ATL 5262,
ATL 6036, ATL 6039, ATL 6177 o ATL 6178.

En consecuencia, el anticuerpo de la descripcidn
puede tener un dominio variable de cadena ligera (VL) con
las siguientes secuencias marco: LFWR1 de la sec. con num.
de ident.: 63; LFWR2 de la sec. con num. de ident.: 71;
LFWR3 de la sec. con num. de ident.: 77; y LFWR4 de la
sec. con num. de ident.: 85 o 87; o un conjunto de las FWR
que contiene de una a cinco mutaciones de aminoéacidos,
tales como sustituciones, en comparacidén con el conjunto
anterior de FWR.

Alternativamente o} adicionalmente, los
anticuerpos de la descripcidén pueden tener una regidén VL
que comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al
menos 70 %, con mayor preferencia una de al menos 75 %,

80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98

o°

;, 99 % o 100

o°

de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoadcidos de
la regidén VL de cualgquier anticuerpo descrito en la
presente, tal como ATL 5262, ATL 5998, ATL 6001, ATL 6002,
ATL 6003, ATL 6177, ATL 6178, ATL 6187, ATL 6191, ATL6530-
6539 (sec. con nums. de ident.: 9, 12, 15, 16, 17, 92, 94,
114, 132-141) . Por ejemplo, los anticuerpos de 1la
descripcidén pueden tener una regidén VL que comprende una
secuencia de aminocacidos que tiene al menos 70 %, con mayor

preferencia una de al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
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96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia
con la secuencia de aminodcidos de la regidn VL del
anticuerpo ATL 5262 o ATL 6002 (sec. con nums. de ident.:
9, 16). Por ejemplo, los anticuerpos de la descripcidn
pueden tener una regidén VL que comprende una secuencia de
aminodcidos que tiene al menos 70 %, con mayor preferencia
una de al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,

98

o°
o°

de identidad de secuencia con la

o\

, 99 % o 100
secuencia de aminocdcidos de la regidén VL del anticuerpo
ATL 5262, o ATL 6178 (sec. con nums. de ident.: 9, 94).

Los anticuerpos de la descripcidén pueden tener
una regién VL tipo L o tipo K.

Los anticuerpos descritos en la presente pueden
comprender: un dominio variable de cadena pesada (VH) que
comprende una secuencia que tiene al menos 70 %, al menos
75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o al menos
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad de secuencia
con la identidad de secuencia de la sec. con num. de ident.:
1 v un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende

una secuencia que tiene al menos 70 %, al menos 75 %, 1

@

menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o al menos 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 $ o 100 % de identidad de secuencia con
la identidad de secuencia a la sec. con num. de ident.: 9.
Los anticuerpos descritos en la presente pueden
comprender: un dominio wvariable de cadena pesada (VH) que

comprende una secuencia que tiene al menos 70 %, al menos
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75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o al menos
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad de secuencia
con la identidad de secuencia de la sec. con num. de ident.:
93 y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende

una secuencia que tiene al menos 70 %, al menos 75 %, 1

©

menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o al menos 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con
la identidad de secuencia a la sec. con num. de ident.: 94.

Los anticuerpos descritos en la presente incluyen
anticuerpos que tienen un dominio variable de cadena pesada
(VH) que comprende una secuencia del VH de cualquier
anticuerpo descrito en la presente y un dominio variable
de cadena ligera (VL) gue comprende una secuencia de la VH
de cualquier anticuerpo descrito en la presente. En
particular, los anticuerpos descritos en la presente
incluyen anticuerpos que tienen: (i) un dominio variable
de cadena pesada (VH) gque comprende una secuencia de la VH
de ATL 5262, ATL 6177, ATL 6178, ATL 6033, ATL 6034,
ATL6035, ATL 6036, ATL 6037, ATL 6038, ATL 6039, ATL 5998,
ATL 6001, ATL 6002, ATL 6003, ATL 6187, ATL 6191, ATL 6530,
ATL 6531, ATL 6532, ATL 6533, ATL 6534, ATL 6535, ATL 6536,
ATL 6537, ATL 6538, ATL 6539, y (ii) un dominio variable
de cadena ligera (VL) que comprende una secuencia de la VL
de ATL 5262, ATL 6177, ATL 6178, ATL 6033, ATL 6034,
ATL6035, ATL 6036, ATL 6037, ATL 6038, ATL 6039, ATL 5998,

ATI, 6001, ATL 6002, ATL 6003, ATL 6187, ATL 6191, ATL 6530,
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ATL 6531, ATL 6532, ATL 6533, ATL 6534, ATL 6535, ATL 6536,
ATL 6537, ATL 6538, ATL 6539. En particular, también se
describen anticuerpos que tienen: (i) un dominio variable
de cadena pesada (VH) que comprende una secuencia de la VH
de ATL 5262, ATL 6177, ATL 6178, ATL 6033, ATL 6034,
ATL6035, ATL 6036, ATL 6037, ATL 6038, ATL 6039, ATL 5998,
ATL 6001, ATL 6002, ATL 6003, ATL 6187, ATL 6191, y (ii)
un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende una
secuencia de la VL de ATL 5262, ATL 6177, ATL 6178,
ATL 6033, ATL 6034, ATL6035, ATL 6036, ATL 6037, ATL 6038,
ATL 6039, ATL 5998, ATL 6001, ATL 6002, ATL 6003, ATL 6187,
ATL 6191. Ademas, también se describen anticuerpos que
tienen: (i) un dominio variable de cadena pesada (VH) que
comprende una secuencia de la VH de ATL 6530, ATL 6531,
ATL 6532, ATL 6533, ATL 6534, ATL 6535, ATL 6536, ATL 6537,
ATL 6538, ATL 6539, y (ii) un dominio variable de cadena
ligera (VL) que comprende una secuencia de 1la VL de
ATL 6530, ATL 6531, ATL 6532, ATL 6533, ATL 6534, ATL 6535,
ATL 6536, ATL 6537, ATL 6538, ATL 6539.

Los anticuerpos de la descripcidén se derivan de
anticuerpos humanos y, por lo tanto, pueden denominarse
anticuerpos humanos. Los anticuerpos de la descripcidén se
obtuvieron emparejando un dominio VH humano con un dominio
VL usando un modelo basado en transformadores. Por lo tanto,
los anticuerpos de la descripcidn pueden diferir de 1los

anticuerpos de origen natural al menos por su
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emparejamiento VH-VL. Los anticuerpos de la descripcidn
pueden comprender secuencias VH vy/o VL humanas. Los
anticuerpos de la descripcidén pueden formularse como
anticuerpos IgGl humanos o variantes de estos. Los
anticuerpos de la descripcidn pueden tener una secuencia
marco humana y/o un dominio Fc humano.

La identidad porcentual global de una regidn
variable o secuencia de cadena pesada/ligera de longitud
completa puede combinarse con secuencias CDR especificas
de este anticuerpo.

El porcentaje (%) de identidad de secuencia se
define como el porcentaje de residuos de aminodcidos en una
secuencia candidata que son idénticos a los residuos en una
secuencia comparativa después de alinear las secuencias e
introducir espacios si es necesario, para lograr la
identidad de secuencia maxima, y no considerar ninguna
sustitucidén conservadora como parte de la identidad de
secuencia. La identidad de secuencia se calcula
preferentemente sobre toda la longitud de las secuencias
respectivas. Cuando las secuencias alineadas son de
diferente longitud, la identidad de secuencia de 1la
secuencia de comparacién mas corta puede determinarse en
toda la longitud de la secuencia dada mas larga o, donde la
secuencia de comparacidédn es mads larga que la secuencia dada,
la identidad de secuencia de la secuencia de comparacidn

puede determinarse en toda la longitud de la secuencia dada
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mas corta. La identidad de secuencia puede definirse con
referencia al algoritmo GAP (paquete Wisconsin GCG,
Accelerys Inc, San Diego USA). GAP wusa el algoritmo
Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias completas que
maximiza el numero de coincidencias y minimiza el numero de
espacios. Generalmente, pueden usarse pardmetros
predeterminados, con una penalizacidén de creacidn de
espacios = 12 y penalizacidén de extensidn de espacios = 4.
Puede preferir el uso de GAP pero pueden usarse otros
algoritmos, p. ej., BLAST (que usa el método de Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410), FASTA (que usa el
método de Pearson y Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-2448),
SSEARCH (Smith and Waterman (1981) J. Mol Biol. 147: 195-
197;), HMMER3 (Johnson LS et al BMC Bioinformatics. 2010 Aug

18; 11():431) o el programa TBLASTN, de Altschul et al.

(1990) supra, empleando generalmente paradmetros
predeterminados (ver por ejemplo Pearson Curr Prot
Bioinformatics (2013) Chapt 3 Uniy 3.1
doi:10.1002/0471250953.010301s42). En particular, puede

usarse el algoritmo psi-Blast (Altschul et al. Nucl. Acids
Res. (1997) 25 3389-3402). La identidad de secuencia y la
similitud también pueden determinarse usando el software
Genomequest™ (Gene-IT, Worcester MA USA). Las comparaciones
de secuencia se hacen preferentemente a lo largo de toda la

longitud de las secuencias relevantes que se van a comparar.
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Los anticuerpos de la presente descripcidn pueden
comprender una © mas sustituciones dentro del marco de la
regién VH y/o VL. Como se usa en la presente, “sustitucidn”
se refiere al intercambio de un aminoacido por otro en una
posicidén especifica, con relacidén a la misma posicidn en una
molécula inicial. En algunas modalidades, las moléculas
iniciales son anticuerpos ejemplificados en la presente, por

ejemplo ATL 5262, ATL 6177, ATL 6178, ATL 6002 o ATL 6003

(secuencias VH de las sec. con nums. de ident.: 1, 91, 93;
secuencias VL de las sec. con nums. de ident.: 9, 16, 17).
En algunas modalidades, los anticuerpos o

fragmentos de estos de acuerdo con la presente descripcidn
son capaces de atravesar la barrera hematoencefdlica. En
algunas modalidades, los anticuerpos de la presente
descripcidén son anticuerpos biespecificos. Por ejemplo, los
anticuerpos de acuerdo con la presente descripcidén pueden
tener una cadena scFV que se une a un receptor en el cerebro,
tal como el receptor de transferrina (Yu et al., Sci Transl
Med. 2014 Nov 5;6(261) :261ral54.), asi como una cadena scEv
que se une al UNC5C como se describe en la presente. En
algunas modalidades, los anticuerpos de acuerdo con la
descripcidén comprenden un anticuerpo o fragmento de este que
se une al UNC5C como se describe en la presente (tal como,
p. ej., un anticuerpo, scFV, sdAb, etc.), y una entidad de
unién adicional gue se une a otra diana. La otra diana puede

ser un receptor en el cerebro, tal como el receptor de
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transferencia. La entidad de unidén adicional puede ser un
anticuerpo, un scFv, un nanocuerpo o un aptamero. Las dos
entidades de unidén de una molécula biespecifica de este tipo
pueden formar una proteina de fusidn.

También se describen en la presente anticuerpos
de dominio Unico (sdAb), conocidos de cualquier otra manera
como nanocuerpos, que comprenden las CDR de cadena pesada
y/o la secuencia VH de cualquier anticuerpo descrito en la
presente. Por lo tanto, también se describen en la presente
anticuerpos o moléculas de fusién qgque comprenden un
nanocuerpo qgue se une al UNC5C como se describe en la
presente, y un nanocuerpo Jue se une a un receptor en el
cerebro. También se describen en la presente anticuerpos de
moléculas de fusidn que comprenden una cadena O nanocuerpo
scFV que se une al UNC5C como se describe en la presente, y
un aptdmero que se une a un receptor en el cerebro.

Se proporcionan Aacidos nucleicos aislados dque
codifican un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno o
polipéptido como se describe en la presente. También se
proporciona un vector que comprende un &cido nucleico
descrito en la presente, y una célula huésped gque comprende
el vector. Por ejemplo, la célula huésped puede ser un
eucaridético, o mamifero, p. ej., ovario de hamster chino
(CHO, por sus siglas en inglés), célula o puede ser una célula
procariética, p. ej., E. coli. En algunas modalidades, el

vector es un vector viral, por ejemplo, un bacteridéfago.
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Ademéds se proporcionan métodos para fabricar un
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo como se describe en la
presente, el método comprende el cultivo de una célula
huésped como se describe en la presente en condiciones
adecuadas para la expresidén de un vector que codifica el
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo, y aislar y/o purificar
el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo. El método comprende
ademads formular el anticuerpo o fragmento de anticuerpo en

una composicidén que incluye al menos un componente adicional.

Usos terapéuticos y efectos in vitro/in vivo

Los anticuerpos descritos en la presente pueden
reducir la apoptosis mediada por UNC5C. Por ejemplo, los
anticuerpos descritos en la presente pueden reducir la
apoptosis mediada por UNC5C en neuronas, p. €j., nheuronas
derivadas de células madre pluripotentes inducidas (iPSC);
y/o0 en células de neuroblastoma, tales como las células
SH-SY5Y. El experto en la técnica estard familiarizado con
los métodos para medir la apoptosis, tales como para medir
la produccidén de caspasa 3/7 como se describe en la
presente, o medir la viabilidad celular, p. ej., mediante
tincidén de la célula con un marcador de células vivas o
muertas, tal como DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol).

Como se describid anteriormente, se ha
descubierto que los anticuerpos de la descripcidn

imitan/compiten con la unidén de netrina-1 al UNCS5C. Los
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niveles de netrina 1 se correlacionan con la gravedad de
la demencia y la netrina 1 disminuye en pacientes con
deterioro cognitivo leve y AD (Ju T, et al. 2022).

Se ha mostrado que la Netrina-1 protege contra la
neurotoxicidad inducida por pB-amiloide a través del
mecanismo dependiente de NF-kB/Nrf2 (Zamani et al., 2020).
Los anticuerpos descritos en la presente pueden reducir la
neurotoxicidad inducida por R-amiloide. Esto puede
evaluarse midiendo la apoptosis, por ejemplo midiendo la
produccidén de caspasa 3/7, en neuronas tratadas con R-
amiloide como se describe en la presente.

Se ha mostrado que la Netrina-1 estd involucrada
en la plasticidad sinéptica, es decir, la capacidad de las
neuronas para provocar cambios en las conexiones entre
redes neuronales en respuesta a estimulos, en adultos. El
UNC5C es un receptor de netrina 1 que Jjuega un papel en el
crecimiento vy guia axonal. Si bien este ha sido el
mecanismo mas estudiado en desarrollo, podria ser
importante para prevenir la degeneracidédn neuronal. Por lo
tanto, los anticuerpos vy fragmentos de estos como se
describe en la presente pueden ser efectivos y/o pueden
usarse ©para promover la salud sinéptica, P. ej.,
promoviendo la plasticidad sinéptica, que puede evaluarse
cuantificando el efecto del anticuerpo sobre el numero de

procesos por célula, la longitud del crecimiento de neurita

106



10

15

20

25

y la ramificacidén. Por ejemplo, pueden usarse métodos como
se describe en la presente y en Spiijkers et al., 2021.

También puede evaluarse un efecto en la promocidn
de la salud sindptica cuantificando la expresidn de proteinas
sinapticas, por ejemplo, usando Western Blot. Las proteinas
sinapticas pueden seleccionarse del grupo que consiste en:
PSD95, sinaptofisina, sinapsina-1, sinaptotagmina-1,
neurofilamento-L, vy/o GAP-43, con una mayor expresidén en
cualquiera o todas estas indicando una mejor salud sinédptica.
Medir la sincronicidad y la tasa de activacidén de las
neuronas, por ejemplo, usando medios de evaluacidn
electrofisioldgica familiares para el experto en la técnica,
tales como la medicidén del potencial del campo extracelular
usando electrodos, es otra manera de evaluar la salud
sindptica, con una mayor sincronicidad que indica una salud
sindptica mejorada (p. ej., mayores conexiones sinapticas).

Los anticuerpos descritos en la presente también
pueden mejorar la funcidén neuronal, tal como la actividad
neuronal y/o el potencial de rafaga. La funcidén neuronal
puede determinarse midiendo el potencial de campo
extracelular neuronal, por ejemplo usando matrices de
microelectrodos como se describe en la presente.

Los anticuerpos de acuerdo con la descripcién
pueden mejorar la supervivencia neuronal y/o las funciones
sindpticas. Por ejemplo, los anticuerpos de la descripciédn

pueden reducir la toxicidad amiloide. Los anticuerpos de
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la descripcidén pueden reducir la muerte celular de las
neuronas tratadas con amiloide in vitro. La muerte celular
puede medirse midiendo una sefial de caspasa 3/7 en
respuesta a la citotoxicidad inducida por beta amiloide.
Los anticuerpos de la descripcidén pueden aumentar la
expresidédn de una o mas proteinas sinapticas, tales como,
p. ej., GAP-43. Los anticuerpos de la descripcidn pueden
rescatar al menos parcialmente la muerte celular neuronal
y el dafio axonal causado por la deplecidédn de netrina-1.
Los anticuerpos de la descripcidén pueden mejorar la
conectividad neuronal y/o la velocidad de activacidén y/o
la sincronia en las neuronas motoras. Los anticuerpos de
la descripcidén pueden mejorar la conectividad neuronal y/o
la velocidad de activacidén y/o sincronia en las neuronas
motoras de sujetos con ELA. Los anticuerpos de la
descripcidén pueden mejorar la funcidn y/o supervivencia de
las neuronas dopaminérgicas. Por ejemplo, los anticuerpos
de la descripcidén pueden rescatar al menos parcialmente
los efectos de la haploinsuficiencia de UNC5C o netrina-1
en la inervacidén de neuronas dopaminérgicas a la corteza
prefrontal medial, y/o el contenido de dopamina en la
corteza prefrontal medial. Esto puede evaluarse
determinando una mayor respuesta a la anfetamina en ratones
haploinsuficientes de Netrina 1 tratados con anticuerpos
de la descripcidén. Los anticuerpos de la descripcidén pueden

reducir la neurodegeneracién de neuronas dopaminérgicas.

108



10

15

20

25

Esto puede evaluarse midiendo la neurodegeneracidn tras la
exposicidén a una neurotoxina tal como la 6-hidroxidopamina
(6-OHDA, por sus siglas en inglés), como se evidencia por
un menor uso de la pata contralateral. Por 1lo tanto,
también se describen en la presente métodos para mejorar
la supervivencia y/o funcidén (que incluye 1la funcidn
sindptica) de neuronas motoras y/o dopaminérgicas en un
sujeto que lo necesite, los métodos comprenden administrar
un anticuerpo de la descripcidén en una cantidad
terapéuticamente efectiva ta. Similarmente, también se
describen en la presente métodos para tratar una enfermedad
o0 trastorno asociado con disfuncidédn o muerte de neurona
motora y/o neurona dopaminérgica, los métodos comprenden
administrar un anticuerpo de la descripcidn en una cantidad
terapéuticamente efectiva ta.

Los anticuerpos y fragmentos de estos descritos
pueden usarse en terapia.

Un sujeto a ser tratado o diagnosticado puede
ser cualgquier animal o ser humano. El sujeto es
preferentemente mamifero, con mayor preferencia humano. El
sujeto puede ser macho o hembra. El sujeto puede ser un
paciente. Los usos terapéuticos pueden ser en humanos o
animales (uso veterinario).

Los medicamentos y composiciones farmacéuticas de
acuerdo con aspectos de la presente invencidén pueden

formularse para su administracién mediante varias vias, que
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incluyen, pero sin limitarse a, parenteral, intravenosa,
intraarterial, intramuscular, oral y nasal. Los medicamentos
y composiciones pueden formularse para inyeccidn.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse
usando un “portador” farmacéuticamente aceptable compuesto
de materiales que se consideran seguros y efectivos.
“Farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades
moleculares y composiciones que “generalmente se consideran
seguras”, p. e€j., que son fisioldbgicamente tolerables y que
tipicamente no producen una reaccidén alérgica o similar
adversa, tales como malestar gastrico y lo similar, cuando
se administran a un ser humano. En algunas modalidades,
esta expresién se refiere a entidades moleculares vy
composiciones aprobadas por una agencia reguladora del
gobierno federal o estatal de los EE. UU., tal como la lista
GRAS en virtud de la seccién 5 204(s) y 409 de la Ley
federal de alimentos, medicamentos y cosméticos, que esté
sujeta a revisidén previa a la comercializacién y aprobacidn
por parte de la FDA o listas similares, la Farmacopea de
los EE. UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para
usar en animales, y mas particularmente en humanos. E1
término “portador” se refiere a diluyentes, aglutinantes,
lubricantes y desintegrantes. Agquellos con experiencia en

la técnica estidn familiarizados con tales portadores vy
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métodos farmacéuticos para elaborar composiciones
farmacéuticas usando tales portadores.

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en
la presente pueden incluir uno o mas excipientes, p. ej.,
disolventes, potenciadores de solubilidad, agentes de
suspensidn, agentes reguladores, agentes de isotonicidad,
antioxidantes o conservantes antimicrobianos. Cuando se
usan, los excipientes de las composiciones no afectaréan
adversamente a la estabilidad, biodisponibilidad, seguridad
y/o eficacia de los ingredientes activos, es decir, 1los
anticuerpos anti-CFH usados en la composicidén. Por 1lo
tanto, el experto en la técnica apreciard que se
proporcionan composiciones en donde no existe
incompatibilidad entre ninguno de los componentes de la
forma de dosificacién. Los excipientes pueden seleccionarse
del grupo gque consiste en agentes reguladores, agentes
solubilizantes, agentes de tonicidad, agentes quelantes,
antioxidantes, agentes antimicrobianos y conservantes.

La administracién es preferentemente en una
“cantidad terapéuticamente efectiva”, esto es suficiente
para mostrar beneficio al individuo. La cantidad real
administrada, y la velocidad y el tiempo de administracién,
dependeran de la naturaleza y gravedad de la enfermedad que
se esté tratando. La prescripcién del tratamiento, p. ej.,
las decisiones sobre la dosificacidn, etc., estd dentro de

la responsabilidad de los médicos generales y otros médicos
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y, tipicamente, tiene en cuenta el trastorno a tratar, la
condicidén del paciente individual, el lugar de suministro,
el método de administracidédn y otros factores conocidos por
los médicos. Los ejemplos de las técnicas y protocolos
mencionados anteriormente se pueden encontrar en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 20t Edition, 2000,
pub. Lippincott, Williams & Wilkins.

Las afecciones tratables de acuerdo con la
presente descripcidén incluyen cualquiera en la que UNCS5C
desempeiile un papel, que incluye trastornos
neurodegenerativos, % en particular aquellos
caracterizados por un aumento de la apoptosis neuronal,
disminucién de la salud sindptica vy/o ©plasticidad
sindptica alterada (p. ej., plasticidad sinaptica reducida
o anormal). Los anticuerpos de la presente descripcidén se
identificaron originalmente a través del anédlisis de
pacientes con demencia frontotemporal (FTD) resiliente.
Estos anticuerpos se encontraron posteriormente en otros
individuos resilientes y de control con enfermedad de
Alzheimer (AD); enfermedad de Parkinson (PD); vy en
centenarios resilientes, lo que indica relevancia més alléa
de la FTD para otras enfermedades neurodegenerativas. Por
lo tanto, también se describen en la presente anticuerpos
de la descripcidén para usar como un medicamento. También
se describen anticuerpos de la descripcidn para usar en el

tratamiento o prevencidn de una enfermedad
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neurodegenerativa. También se describen en la presente
anticuerpos de la descripcidn para usar en la fabricacidn
de un medicamento, tal como un medicamento para el
tratamiento o prevencidédn de una enfermedad o trastorno
neurodegenerativo. También se describe en la presente un
método para tratar a un sujeto que ha sido diagnosticado
que tiene o estd en riesgo de tener un trastorno
neurodegenerativo, el método comprende administrar un
anticuerpo como se describe en la presente en una cantidad
terapéuticamente efectiva al sujeto. Una enfermedad o
trastorno neurodegenerativo puede comprender uno o mas de
los siguientes: FTD, AD, HD, enfermedad de Parkinson (PD),
encefalitis inducida por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), encefalopatia traumatica crénica (CTE),
demencia vascular, enfermedades pridénicas, enfermedad
corporal de Lewy, atrofia muscular espinal
(SMA) ;enfermedad de las neuronas motoras (MND), tales como
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) , parédlisis
supranuclear progresiva (PSP), ataxias espinocerebelosas
(SCA) tipos 1, 2, 6, 7 vy 17, enfermedad de Machado—Joseph
(MJD/SCA3), atrofia palidolisiana dentatorubral (DRPLA),
atrofia muscular bulbar espinal tipo 1 ligada a X
(SMAX1/SBMA), Anderson-Fabry (enfermedad de Fabry ligada
a X) y miopatias DNAJB6. En modalidades, la enfermedad
neurodegenerativa se selecciona de FTD, AD, HD, MND, tal

como ELA, y PD. En modalidades, la enfermedad
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neurodegenerativa es una MND, tal como ELA. En modalidades,
la enfermedad neurodegenerativa es FTD, AD, HD o PD.

Los anticuerpos de la descripcidn pueden usarse en
terapia con otros agentes terapéuticos. Como se usa en la
presente, un “agente terapéutico adicional” es un compuesto,
proteina, vector, anticuerpo, célula o entidad adicional con
un efecto terapéutico. Los anticuerpos pueden coadministrarse
con un agente terapéutico adicional. Los anticuerpos pueden
coformularse con un agente terapéutico adicional. Los
anticuerpos pueden administrarse secuencialmente antes o
después de un agente terapéutico adicional.

Los anticuerpos descritos en la presente pueden
usarse como biomarcadores que indican que es probable que un
sujeto responda a la terapia usando un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo como se describe en la presente. Un método para
determinar si es ©probable que un sujeto responda al
tratamiento con un anticuerpo o fragmento de este como se
describe en la presente, el método comprende obtener datos
de secuencia BCR del sujeto y determinar, usando dichos datos
de secuencia, si el repertorio BCR del sujeto comprende uno
0 mas anticuerpos que son probables que se unan al UNC5C (p.
ej., anticuerpos como se describe en la presente, tales como,
p. ej., anticuerpos que tienen al menos 70 %, al menos 80 %,
al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 %
de homologia con cualquier anticuerpo o fragmento de

anticuerpo especifico descrito en la presente), en donde un

114



10

15

20

25

sujeto cuyo repertorio BCR no comprende uno o mas anticuerpos
que son probables que se unan al UNC5C es probable que
responda al tratamiento con un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de este como se describe en la presente.

Por lo tanto, también se describe en la presente
un método para tratar a un sujeto que ha sido diagnosticado
que tiene o es probable que tenga una enfermedad en la que
UNC5C desempeifla un papel (p. ej., un trastorno
neurodegenerativo), el método comprende: obtener datos de
secuencia BCR del sujeto; determinar, usando dichos datos de
secuencia, si el repertorio BCR del sujeto comprende uno o
mas anticuerpos que es probable gue se unan al UNCS5C; vy
administrar a un sujeto cuyo repertorio BCR no comprende uno
o0 mas anticuerpos que probablemente se unan al UNC5C una
cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de este como se describe en la
presente.

Algunos métodos de la presente descripcidn
implican una muestra que contiene células. La muestra puede
ser un cultivo de células cultivadas in vitro. Por ejemplo,
el cultivo puede comprender una suspensidén de células o
células cultivadas en una placa o plato de cultivo.

Pueden realizarse métodos de acuerdo con la
presente descripcidn, o pueden estar presentes productos, in
vitro, ex vivo o 1in vivo. El término “in vitro”’ pretende

comprender experimentos con materiales, sustancias
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bioldégicas, células y/o tejidos en condiciones de laboratorio
o en cultivo, mientras que el término “in vivo’ pretende
comprender experimentos vy procedimientos con organismos
multicelulares intactos. “Ex vivo” se refiere a algo presente
o que tiene lugar fuera de un organismo, p. ej., fuera del
cuerpo humano o animal, que puede estar en tejido (p. e€j.,
6rganos completos) o células tomadas del organismo.

De acuerdo con algunos aspectos de la presente
descripcidén, se proporciona un kit de partes que comprende
un anticuerpo de acuerdo con la presente invencidén. En
algunas modalidades, el kit comprende un anticuerpo de
acuerdo con la presente invencidédn y uno o mas de: reactivos
para usar en inmunoquimica; los anticuerpos inmovilizados
a un soporte sé6lido; los medios para etiquetar 1los
anticuerpos; los medios para unir los anticuerpos a una
entidad citotdéxica; otro agente terapéutico.

Las caracteristicas descritas en la descripcidn
anterior, o en las siguientes reivindicaciones, o en las
figuras adjuntas, expresadas en sus formas especificas o
en términos de un medio para realizar la funcidédn descrita,
o un método o proceso para obtener los resultados descritos,
segun corresponda, pueden utilizarse, por separado, o© en
cualquier combinacién de tales caracteristicas, para
realizar la invencidén en diversas formas de estas.

Si bien la invencidén se ha descrito junto con

las modalidades ilustrativas descritas anteriormente,
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muchas modificaciones y variaciones equivalentes seréan
evidentes para los expertos en la técnica cuando se dé
esta descripciédn. En consecuencia, las modalidades
ilustrativas de la invencidn expuestas anteriormente se
consideran ilustrativas y no limitantes. Pueden realizarse
diversos cambios en las modalidades descritas sin
apartarse del espiritu y alcance de la invenciédn.

Para evitar cualquier duda, se proporcionan las
explicaciones tedricas en la presente proporcionadas con
el fin de mejorar la comprensién de un lector. Los
inventores no desean limitarse por ninguna de estas
explicaciones tebricas.

Los encabezados de seccidn usados en la presente
son sbélo para fines organizativos y no deben interpretarse
como limitantes de la materia descrita.

A lo largo de esta memoria descriptiva, que
incluyen las reivindicaciones siguientes, a menos que el
contexto lo requiera de cualquier otra manera, se entenderé
que la palabra “comprender” e “incluir”, y variaciones tales
como “comprende”, “que comprende” e “incluye” se entenderan
como que implican la inclusidén de un entero o etapa o grupo
de enteros o etapas indicadas, pero no la exclusién de
cualguier otro entero o etapa o grupo de enteros o etapas.

Debe observarse gue, como se usa en la memoria
descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas

13

singulares “un”, “uno” y “una” y “el/la” incluyen referentes
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plurales a menos que el contexto lo indique claramente de
cualgquier otra manera. Los rangos pueden expresarse en la
presente como desde “aproximadamente” un valor particular,
y/0 hasta “aproximadamente” otro valor particular. Cuando
se expresa tal rango, otra modalidad incluye desde un valor
particular y/o hasta el otro valor particular.
Similarmente, cuando los valores se expresan Ccomo
aproximaciones, por el uso del antecedente
“aproximadamente”, se entenderd que el valor particular
forma otra modalidad. El1 término “aproximadamente” en
relacién con un valor numérico es opcional y significa por
ejemplo +/- 10 %.

Todas las referencias citadas en la presente se
incorporan en la presente como referencia en su totalidad.
Para las técnicas estédndar de biologia molecular, ver
Sambrook, J., Russel, D.W. Molecular Cloning, A Laboratory
Manual. 3 ed. 2001, Cold Spring Harbor, New York: Cold

Spring Harbor Laboratory Press.

Secuencias

La secuencia ilustrativa de anticuerpos descrita
en la presente se proporciona en la Figura 21, 8B, 32
(alineada por la numeracidén de posicidén IMGT) y en la tabla

siguiente.
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Sec. con
num. de
ident.

Descripcién

Secuencia

ATL 5262 VH

QVOLQOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWTWIRQP
PGKRLEWIGYIHNSGTTNONPSLKSRVTISIDTSKNHFESL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPEFDYWGQGTLVTVSS

ATL_ 6033 VH

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWSWIRQP
PGKGLEWIGYIHNSGTTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPFDYWGQGTLVTVSS

ATL 6034 VH

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWTWIRQP
PGKGLEWIGYIHNSGTTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPFDYWGQGTLVTVSS

ATL_6035 VH

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWSWIRQP
PGKRLEWIGYIHNSGTTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPEFDYWGQGTLVTVSS

ATL_6036 VH

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWSWIRQP
PGKGLEWIGYIHNSGTTNONPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPFDYWGQGTLVTVSS

ATL 6037 VH

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWSWIRQP
PGKGLEWIGYIHNSGTTNYNPSLKSRVTISIDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPFDYWGQGTLVTVSS

ATL 6038 VH

QVQLQOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWSWIRQP
PGKGLEWIGY IHNSGTTNYNPSLKSRVTISVDTSKNHFSL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPFDYWGQGTLVTVSS

ATL 6039 VH

QVOLQOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWTWIRQP
PGKRLEWIGYIHNSGTTNONPSLKSRVTISIDKSKNHESL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPEFDYWGQGTLVTVSS

ATL 5262 VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKP
GKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK

10

ATL 5996 VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDITNYLNWYQQKP
GKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDEFTFTISSLQP
EDIATYYCQQYDNLPYTEFGQGTKVEIR

11

ATL 5997 VL

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSTYLAWYQQK
PGOAPRLLIYAASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIK

12

ATL 5998 VL

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSKNKNYLA
WYQOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDETLT
ISSLOAEDVAVYYCQQYYSTPWTFGQGTKVEIK

13

ATL 5999 VL

DIQOMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLAWYQQKP
GKAPKLLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
DDFATYYCQQYSSYSPTFGQGTKVEIK

14

ATL 6000 VL

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQ
HPGKAPKLMIYDVSNRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGL
QTEDEAEYYCSSYTSSSTEFVEGPGTKVTVL

15

ATL 6001 VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISNYLNWYQQKP
GKAPNLLIYAASSLQSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYSTPPTFGPGTKVDIK

16

ATL 6002 VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISRYLNWYQQKP
GKAPKLLIYAASSLQSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYTTPLTFGQGTKVEIK

17

ATL 6003 VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQTISNYLNWYQQKP
GKAPKLLIYAASSLQSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK
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18

ATL 6004 VL

EIVLTOSPGTLSLSPGERVTLSCRASQONIISNYLAWYQQOK
PGOAPRLLIYGASSRATGIPDREFSGSGSGTDEFTLTISSLQ
PEDFAVYCHQYGSIPLTFGGGTKVEIK

19 ATL_6005 VL QOSALTQPPSASGSPGQSVTISCTGTSSDVGGYNYVSWEQQ
HPGKAPKLIIYEVTKRPSGVPDREFSGSKSGNAASLTVSGL
QAEDEADYYCSSYAGSNNLLEFGGGTKLTVL
20 CDRH1 (todas las GGSISSYF
variantes ATL 5262)
21 CDRH2 (todas las IHNSGTT
variantes ATL 5262
excepto ATL 6178)
22 CDRH2 ATL_6178 IHYSGTT
23 CDRH3 (todas las ARGRGMATLPFDY
variantes ATL 5262)
24 CDRL1 (ATL_5262: QSISSY
6033; 6034; 6035;
6036; 6037; 6038;
6039; 6177; 6178)
25 CDRL1 (ATL_5996) QDITNY
26 CDRL1 (ATL 5997) QSVSSTY
27 CDRL1 (ATL_5998) QSVLYSSKNKNY
28 CDRL1 (ATL 5999) QSISSW
29 CDRL1 (ATL_6000: SSDVGGYNY
ATL 6005)
30 CDRL1 (ATL 6001) QSISNY
31 CDRL1 (ATL 6002) QSISRY
32 CDRL1 (ATL_6003) QTISNY
33 CDRL1 (ATL_6004) ONIISNY
34 CDRL2 (ATL_ 5262; AAS
5997; 5998; 6001;
6002; 6003; 6033;
6034; 6035; 6036;
6037; 6038; 6039;
6177; 6178)
35 CDRL2 (ATL _5996) DAS
36 CDRL2 (ATL_5999) KAS
37 CDRL2 (ATL_6000) DVS
38 CDRL2 (ATL_6004) GAS
39 CDRL2 (ATL76OO5) EVT
40 CDRL3 (ATL75262: QQSYSTPLT
6003;6033; 6034;
6035; 6036; 6037;
6038;6039; 6177;
6178)
41 CDR3L (ATL75996) QQYDNLPYT
42 CDR3L (ATL75997) QOQYGSSPWT
43 CDR3L (ATL75998) QQYYSTPWT
44 CDR3L (ATL 5999) QQYSSYSPT
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45 CDR3L (ATL 6000) SSYTSSSTEV
46 CDR3L (ATL 6001) QOSYSTPPT
47 CDR3L (ATL 6002) QOSYTTPLT
48 CDR3L (ATL_6004) HQYGSIPLT
49 CDR3L (ATL 6005) SSYAGSNNLL
50 HFWR1 (todas las QVQLQOESGPGLVKPSETLSLTCTVS
variantes ATL 5262 y
homélogos 6187 y
6191)
51 HFWR2 (ATL_5262: WTWIRQPPGKRLEWIGY
5996; 5997; 5998;
5999; 6000; 6001;
6002; 6003; 6004;
6005; 6039)
52 HFWR2 (ATL_6033: WSWIRQPPGKGLEWIGY
6036; 6037; 6038;
6177; 6178; 6187)
53 HFWR2 (ATL_6034 WTWIRQPPGKGLEWIGY
54 HFWR2 (ATL_6035) WSWIRQPPGKRLEWIGY
55 HFWR3 (ATL_5262: NONPSLKSRVTISIDTSKNHEFSLKLSSVTAADTAVYYC
5996; 5997; 5998;
5999; 6000; 6001;
6002; 6003; 6004;
6005;)
56 HFWR3 (ATL 6033: NYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
6034; 6035)
57 HFWR3 (ATL 6036) NONPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
58 HFWR3 (ATL 6037) NYNPSLKSRVTISIDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
59 HFWR3 (ATL 6038) NYNPSLKSRVTISVDTSKNHFSLKLSSVTAADTAVYYC
60 HFWR3 (ATL 6039) NONPSLKSRVTISIDKSKNHEFSLKLSSVTAADTAVYYC
61 HFWR3 (ATL 6177: NONPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
6178)
62 HFWR4 (todas las WGQGTLVTVSS
variantes ATL 5262 y
homélogo ATL 0006191,
anticuerpos de
presentacién de fagos
6530, 6531, 6538)
63 LFWR1 (ATL 5262: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
6001; 6002; 6003;
6033; 6034; 6035;
6036; 6037; 6038;
6039; 6177; 6178)
64 LFWR1 (ATL 5996) DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQAS
65 LFWR1 (ATL 5997) EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRAS
66 LFWR1 (ATL 5998) DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSS
67 LFWR1 (ATL 5999) DIOMTQSPSTLSASVGDRVTITCRAS
68 LFWR1 (ATL 6000, QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGT
6536)
69 LFWR1 (ATL 6004) EIVLTQSPGTLSLSPGERVTLSCRAS
70 LFWR1 (ATL 6005) QSALTQPPSASGSPGQSVTISCTGT
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71 LFWR2 (ATL 5262: LNWYQOQKPGKAPKLLIY
5996; 6002; 6003;
6033; 6034; 6035;
6036; 6037; 6038;
6039; 6177; 6178)
72 LFWR2 (ATL 5997, LAWYQOQKPGQAPRLLIY
6004)
73 LFWR2 (ATL 5998: LAWYQOQKPGKAPKLLIY
5999)
74 LFWR2 (ATL 6000) VSWYQQHPGKAPKLMIY
75 LFWR2 (ATL 6001) LNWYQQKPGKAPNLLIY
76 LFWR2 (ATL 6005) VSWEQQHPGKAPKLIIY
77 LFWR3 (ATL 5262: SLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYC
6001; 6002; 6003;
6033; 6034; 6035;
6036; 6037; 6038;
6039; 6177; 6178)
78 LFWR3 (ATL 5996) NLETGVPSREFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC
79 LFWR3 (ATL 5997) SRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
80 LFWR3 (ATL 5998) SLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVAVYYC
81 LFWR3 (ATL 5999) SLESGVPSRESGSGSGTEFTLTISSLOPDDFATYYC
82 LFWR3 (ATL 6000) NRPSGVSNREFSGSKSGNTASLTISGLOQTEDEAEYYC
83 LFWR3 (ATL 6004) SRATGIPDREFSGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFAVYC
84 LFWR3 (ATL 6005) KRPSGVPDRFSGSKSGNAASLTVSGLQAEDEADYYC
85 LFWR4 (ATL 5262: FGGGTKVEIK
6003; 6004; 6033;
6034; 6035; 6036;
6037; 6038; 6039;
6177; 6178)
86 LFWR4 (ATL 5996) FGOGTKVEIR
87 LFWR4 (ATL 5997: FGOGTKVEIK
5998; 5999; 6002)
88 LFWR4 (ATL 6000) FGPGTKVTVL
89 LFWR4 (ATL 6001) FGPGTKVDIK
90 LFWR4 (ATL 6005) FGGGTKLTVL
91 ATL 6177 VH QVQLQOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYEFWSWIRQP
PGKGLEWIGYIHNSGTTNONPSLKSRVTISVDKSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPEFDYWGQGTLVTVSS
92 ATL 6177 VL DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKP
GKAPKLLIYAASSLQSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK
93 ATL 6178 VH QVQLQOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYFWSWIRQP
PGKGLEWIGYIHYSGTTNONPSLKSRVTISVDKSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARGRGMATLPEDYWGQGTLVTVSS
94 ATL 6178 VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKP
GKAPKLLIYAASSLQSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK
95 ATL 5338 VH EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGEFTEFSDYWMNWVRQS

PEKGLEWVAQIRNKPYNYETYYSDSVKGRETISRDDSKSS
VYLOMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSS
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96

ATL 5338 VL

DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVNSNGNTYLRW
YLOKPGQSPKVLIYKVSNRVSGVPDRFSGSGSGTDFTLKI
SRVEAEDLGVYFCSQSTHVPWTFGGGTKLEIK

97

rmUNC5C (etiqueta His
y FLAG N-terminal +
aminoadcidos 41-380 de
la secuencia UNCS5C
murina, dominio
extracelular).
Produccién interna a
partir de células
HEK293F

GSHHHHHHGSDYKDDDDKGSQDDEFFHELPETFPSDPPEPLP
HFLIEPEEAYIVKNKPVNLYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKD
HVVDERVDETSGLIVREVSIEISROQQVEELFGPEDYWCQCVA
WSSAGTTKSRKAYVRIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLOC
RPPEGIPVAEVEWLKNEDIIDPAEDRNFYITIDHNLITIKQAR
LSDTANYTCVAKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVC
NSRCGRGYQKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCP
VDGRWTSWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLV
LOSKNCTDGLCMQAAPDSDDVALYGS

98

rhUNC5C (etiqueta His
y FLAG N-terminal +
aminoadcidos 41- 380
de la secuencia UNC5C
humana, dominio
extracelular).
Produccién interna a
partir de células
HEK293F.

GSHHHHHHGSDYKDDDDKGSQDDDFFHELPETFPSDPPEPLP
HFLIEPEEAYIVKNKPVNLYCKASPATQIYFKCNSEWVHOQKD
HIVDERVDETSGLIVREVSIEISRQQVEELFGPEDYWCQCVA
WSSAGTTKSRKAYVRIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLOC
RPPEGIPVAEVEWLKNEDIIDPVEDRNFYITIDHNLITIKQAR
LSDTANYTCVAKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVC
NSRCGRGYQKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCP
VDGRWTPWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLV
LOSKNCTDGLCMQTAPDSDDVALYGS

99

>SP[095185|UNC5C_Rece
ptor de netrina
humana UNC5C OS=Homo
sapiens 0X=9606
GN=UNC5C PE=1 SV=2

MRKGLRATAARCGLGLGYLLOMLVLPALALLSASGTGSAA
ODDDFFHELPETFPSDPPEPLPHFLIEPEEAYIVKNKPVN
LYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKDHIVDERVDETSGLIVR
EVSIEISRQQVEELFGPEDYWCQCVAWSSAGTTKSRKAYV
RIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLQCRPPEGIPVAEVE
WLKNEDIIDPVEDRNFYITIDHNLITIKQARLSDTANYTCV
AKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVCNSRCGRGY
QKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCPVDGRWT
PWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLVLQSK
NCTDGLCMQTAPDSDDVALYVGIVIAVIVCLAISVVVALF
VYRKNHRDFESDIIDSSALNGGFQPVNIKAARQDLLAVPP
DLTSAAAMYRGPVYALHDVSDKIPMTNSPILDPLPNLKIK
VYNTSGAVTPQDDLSEFTSKLSPOMTQSLLENEALSLKNQ
SLARQTDPSCTAFGSENSLGGHLIVPNSGVSLLIPAGAIP
QGRVYEMYVTVHRKETMRPPMDDSQTLLTPVVSCGPPGAL
LTRPVVLTMHHCADPNTEDWKILLKNQAAQGQWEDVVVVG
EENFTTPCYIQLDAEACHILTENLSTYALVGHSTTKAAAK
RLKLAIFGPLCCSSLEYSIRVYCLDDTQDALKEILHLERQ
MGGQLLEEPKALHFKGSTHNLRLSIHDIAHSLWKSKLLAK
YQEIPFYHVWSGSQRNLHCTFTLERFSLNTVELVCKLCVR
QVEGEGQIFQLNCTVSEEPTGIDLPLLDPANTITTVTGPS
AFSIPLPIRQKLCSSLDAPQTRGHDWRMLAHKLNLDRYLN
YFATKSSPTGVILDLWEAQNFPDGNLSMLAAVLEEMGRHE
TVVSLAAEGQY

100

>sp| 008747 |UNC5C_Rece
ptor de netrina de
ratdé4n UNC5C OS = Mus
musculus 0X=10090
GN=Uncb5c PE=1 SsSV=1

MRKGLRATAARCGLGLGYLLOMLVLPALALLSASGTGSAA
QODDEFFHELPETFPSDPPEPLPHFLIEPEEAYIVKNKPVN
LYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKDHVVDERVDETSGLIVR
EVSIEISRQQVEELFGPEDYWCQCVAWSSAGTTKSRKAYV
RIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLQCRPPEGIPVAEVE
WLKNEDIIDPAEDRNEFYITIDHNLITIKQARLSDTANYTCV
AKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVCNSRCGRGY
QKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCPVDGRWT
SWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLVLQSK
NCTDGLCMQAAPDSDDVALYVGIVIAVTVCLAITVVVALF
VYRKNHRDFESDIIDSSALNGGFQPVNIKAARQDLLAVPP
DLTSAAAMYRGPVYALHDVSDKIPMTNSPILDPLPNLKIK
VYNSSGAVTPQODDLAEFSSKLSPOMTQSLLENEALNLKNQ
SLARQTDPSCTAFGTENSLGGHLIIPNSGVSLLIPAGAIP
QGRVYEMYVTVHRKENMRPPMEDSQTLLTPVVSCGPPGAL
LTRPVILTLHHCADPSTEDWKIQLKNQAVQGQWEDVVVVG
EENFTTPCYIQLDAEACHILTENLSTYALVGQSTTKAAAK
RLKLAIFGPLCCSSLEYSIRVYCLDDTQDALKEVLQLERQ
MGGQLLEEPKALHFKGSIHNLRLSIHDIAHSLWKSKLLAK
YOEIPFYHIWSGSQRNLHCTFTLERLSLNTVELVCKLCVR
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QVEGEGQIFQLNCTVSEEPTGIDLPLLDPASTITTVTGPS
AFSIPLPIRQKLCSSLDAPQTRGHDWRMLAHKLNLDRYLN
YFATKSSPTGVILDLWEAQNFPDGNLSMLAAVLEEMGRHE
TVVSLAAEGQY

101

rmUNC5C (aminoacidos
41-380 de la
secuencia UNCS5C
murina,
correspondiente al
dominio
extracelular).
Produccién interna a
partir de células
HEK293F.

QODDEFFHELPETFPSDPPEPLPHFLIEPEEAYIVKNKPVN
LYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKDHVVDERVDETSGLIVR
EVSIEISRQQVEELFGPEDYWCQCVAWSSAGTTKSRKAYV
RIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLQCRPPEGIPVAEVE
WLKNEDIIDPAEDRNEFYITIDHNLIIKQARLSDTANYTCV
AKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVCNSRCGRGY
QKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQOKIACTTLCPVDGRWT
SWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLVLQSK
NCTDGLCMQAAPDSDDVALY

102

rhUNC5C (amino&cidos
41- 380 de la
secuencia UNCS5C
humana,
correspondientes al
dominio
extracelular) .
Produccién interna a
partir de células
HEK293F.

QODDDFFHELPETFPSDPPEPLPHFLIEPEEAY IVKNKPVN
LYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKDHIVDERVDETSGLIVR
EVSIEISRQQVEELFGPEDYWCQCVAWSSAGTTKSRKAYV
RIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLOQCRPPEGIPVAEVE
WLKNEDIIDPVEDRNFYITIDHNLITIKQARLSDTANYTCV
AKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVCNSRCGRGY
QKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCPVDGRWT
PWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLVLQSK
NCTDGLCMQTAPDSDDVALY

103

UNC5C de rata
recombinante (His N-
terminal y etiqueta
FLAG) Produccidn
interna a partir de
células HEK293F.

GSHHHHHHGSDYKDDDDKGSQDDDFFHELPETFPSDPPEPLP
HFLIEPEEAYIVKNKPVNLYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKD
HVVDERVDETSGLIVREVSIEISRQQVEELFGPEDYWCQCVA
WSSAGTTKSRKAYVRIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLQC
RPPEGIPMAEVEWLKNEDIIDPVEDRNFYITIDHNLITKOAR
LSDTANYTCVAKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWAEWSVC
NSRCGRGYQKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCP
VDGRWTSWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLV
LOSKNCTDGLCMQAAPDSDDVALYGS

104

UNC5C de cyno
recombinante (His N-
terminal y etiqueta
FLAG) Produccidn
interna a partir de
células HEK293F.

GSHHHHHHGSDYKDDDDKGSQDDDFFHELPETFPSDPPEPLP
HFLIEPEEAYIVKNKPVNLYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKD
HIVDERVDETSGLIVREVSIEISRQQVEELFGPEDYWCQCVA
WSSAGTTKSRKAYVRIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLQC
RPPEGIPVAEVEWLKNEDIIDPVEDRNFYITIDHNLITKQOAR
LSDTANYTCVAKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVC
NSRCGRGYQKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCP
VDGRWTPWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLV
LOSKNCTDGLCMQTAPDSDDVALYGS

105

UNC5A recombinante
humano

GSHHHHHHGSDYKDDDDKGSQQSATVANPVPGANPDLLPH
FLVEPEDVYIVKNKPVLLVCKAVPATQIFFKCNGEWVRQV
DHVIERSTDGSSGLPTMEVRINVSRQQVEKVEGLEEYWCQ
CVAWSSSGTTKSQKAYIRIAYLRKNFEQEPLAKEVSLEQG
IVLPCRPPEGIPPAEVEWLRNEDLVDPSLDPNVYITREHS
LVVRQARLADTANYTCVAKNIVARRRSASAAVIVYVDGSW
SPWSKWSACGLDCTHWRSRECSDPAPRNGGEECQGTDLDT
RNCTSDLCVHTASGPEDVALYGS

106

UNC5B recombinante
humano

GSHHHHHHGSDYKDDDDKGSGTDSGSEVLPDSFPSAPAEP
LPYFLOEPQDAYIVKNKPVELRCRAFPATQIYFKCNGEWV
SONDHVTQEGLDEATGLRVREVQIEVSRQQVEELFGLEDY
WCQCVAWSSAGTTKSRRAYVRIAYLRKNFDQEPLGKEVPL
DHEVLLQCRPPEGVPVAEVEWLKNEDVIDPTQDTNFLLTI
DHNLITRQARLSDTANYTCVAKNIVAKRRSTTATVIVYVN
GGWSSWAEWSPCSNRCGRGWQKRTRTCTNPAPLNGGAFCE
GOAFQKTACTTICPVDGAWTEWSKWSACSTECAHWRSREC
MAPPPONGGRDCSGTLLDSKNCTDGLCMONKKTLSDPNSH
LLEASGDAALYGS

107

UNC5C recombinante
humano versidn 1

GSQDDDFFHELPETFPSDPPEPLPHFLIEPEEAY IVKNKP
VNLYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKDHIVDERVDETSGLI
VREVSIEISRQQVEELFGPEDYWCQCVAWSSAGTTKSRKA
YVRIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLQCRPPEGIPVAE
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VEWLKNEDIIDPVEDRNFYITIDHNLIIKQARLSDTANYT
CVAKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVCNSRCGR
GYQKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCPVDGR
WITPWSKWSTCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLVLQ
SKNCTDGLCMQTAPDSDDVALYGSKHHHHHH

108

UNC5D recombinante
humano

GSHHHHHHGSDYKDDDDKGSARGTDNGEALPESIPSAPGT
LPHFIEEPDDAYIIKSNPIALRCKARPAMQIFFKCNGEWV
HONEHVSEETLDESSGLKVREVEFINVTRQQVEDFHGPEDY
WCQCVAWSHLGTSKSRKASVRIAYLRKNFEQDPQGREVPI
EGMIVLHCRPPEGVPAAEVEWLKNEEPIDSEQDENIDTRA
DHNLIIRQARLSDSGNYTCMAANIVAKRRSLSATVVVYVN
GGWSSWTEWSACNVRCGRGWQKRSRTCTNPAPLNGGAFCE
GMSVQKITCTSLCPVDGSWEVWSEWSVCSPECEHLRIREC
TAPPPRNGGKFCEGLSQESENCTDGLCILDKKPLHEIKPQ
STIENASDGS

109

DCC recombinante
humana

GSHHHHHHGSDYKDDDDKGSHLQVTGFQIKAFTALRFLSEP
SDAVTMRGGNVLLDCSAESDRGVPVIKWKKDGIHLALGMDE
RKQOLSNGSLLIQONILHSRHHKPDEGLYQCEASLGDSGSII
SRTAKVAVAGPLRFLSQTESVTAFMGDTVLLKCEVIGEPMP
TIHWQKNQQODLTPIPGDSRVVVLPSGALQISRLOPGDIGIY
RCSARNPASSRTGNEAEVRILSDPGLHRQLYFLORPSNVVA
IEGKDAVLECCVSGYPPPSFTWLRGEEVIQLRSKKYSLLGG
SNLLISNVTDDDSGMYTCVVTYKNENISASAELTVLVPPWE
LNHPSNLYAYESMDIEFECTVSGKPVPTVNWMKNGDVVIPS
DYFQIVGGSNLRILGVVKSDEGFYQCVAENEAGNAQTSAQL
IVPKPAIPSSSVLPSAPRDVVPVLVSSRFVRLSWRPPAEAK
GNIQTFTVFFSREGDNRERALNTTQPGSLQOLTVGNLKPEAM
YTFRVVAYNEWGPGESSQPIKVATQPELQVPGPVENLQAVS
TSPTSILITWEPPAYANGPVQGYRLFCTEVSTGKEQNIEVD
GLSYKLEGLKKFTEYSLRFLAYNRYGPGVSTDDITVVTLSD
VPSAPPONVSLEVVNSRS IKVSWLPPPSGTONGFITGYKIR
HRKTTRRGEMETLEPNNLWYLFTGLEKGSQYSFQVSAMTVN
GTGPPSNWYTAETPENDLDESQVPDQPSSLHVRPQTNCI IM
SWTPPLNPNIVVRGYIIGYGVGSPYAETVRVDSKQRYYSIE
RLESSSHYVISLKAFNNAGEGVPLYESATTRSITDPTDPVD
YYPLLDDFPTSVPDLSTPMLPPVGVQAVALTHDAVRVSWAD
NSVPKNQKTSEVRLYTVRWRTSFSASAKYKSEDTTSLSYTA
TGLKPNTMYEFSVMVTKNRRS STWSMTAHATTYEAAPTSAP
KDLTVITREGKPRAVIVSWQPPLEANGKITAYILFYTLDKN
IPIDDWIMETISGDRLTHQIMDLNLDTMYYFRIQARNSKGV
GPLSDPILFRTLKVEHPDKMANDQGRHGDGGYWPVDTNLID
RSTLNEPPIGQMHPPHGSVTPQKNSNGS

110

Variante de UNC5C
humano T835M

MRKGLRATAARCGLGLGYLLOMLVLPALALLSASGTGSAAQ
DDDFFHELPETFPSDPPEPLPHFLIEPEEAYIVKNKPVNLY
CKASPATQIYFKCNSEWVHQKDHIVDERVDETSGLIVREVS
IEISRQQVEELFGPEDYWCQCVAWSSAGTTKSRKAYVRIAY
LRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLOCRPPEGI PVAEVEWLKNE
DIIDPVEDRNEYITIDHNLITKQARLSDTANYTCVAKNIVA
KRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVCNSRCGRGYQKRTRTC
TNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCPVDGRWTPWSKWSTC
GTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLVLQSKNCTDGLCMQ
TAPDSDDVALYVGIVIAVIVCLAISVVVALEVYRKNHRDEE
SDIIDSSALNGGFQPVNIKAARQDLLAVPPDLTSAAAMYRG
PVYALHDVSDKIPMTNSPILDPLPNLKIKVYNTSGAVTPQD
DLSEFTSKLSPOMTQSLLENEALSLKNQSLARQTDPSCTAF
GSENSLGGHLIVPNSGVSLLIPAGAIPQGRVYEMYVTVHRK
ETMRPPMDDSQTLLTPVVSCGPPGALLTRPVVLTMHHCADP
NTEDWKILLKNQAAQGOWEDVVVVGEENEFTTPCYIQLDAEA
CHILTENLSTYALVGHSTTKAAAKRLKLAIFGPLCCSSLEY
SIRVYCLDDTQDALKEILHLERQMGGQLLEEPKALHFKGST
HNLRLSTHDIAHSLWKSKLLAKYQEIPFYHVWSGSQRNLHC
TEFTLERFSLNTVELVCKLCVRQVEGEGQIFQLNCTVSEEPT
GIDLPLLDPANTITMVTGPSAFSIPLPIRQKLCSSLDAPQT
RGHDWRMLAHKLNLDRYLNYFATKSSPTGVILDLWEAQNEP
DGNLSMLAAVLEEMGRHETVVSLAAEGQY
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111

Fragmento de UNCS5C
humano ACB 429

GSDPPEPLPHFLIEPEEAYIVKNKPVNLYCKASPATQIYF
KCNSEWVHQKDHIVDERVDETSGLIVREVSIEISRQQVEE
LEGPEDYWCQCVAWSSAGTTKSRKAYVRIAYLRKTFEQEP
LGKEVSLEQEVLLQCRPPEGIPVAEVEWLKNEDIIDPVED
RNEYITIDHNLIIKQARLSDTANYTCVAKNIVAKRKSTTA
TVIVYVGSHHHHHH

112 ATL_OOO6187 VH OVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSTGSYYWSWIRQP
PGKGLEWIGYTHYSGHTNQONPSLKSRVTMSVDSSKSQLSL
KLTSVTAADTAVYYCARGRGMATLPFDSWGQGILVIVSS
113 ATL_OOO6191 VH OVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIGSYFWSWIRQT
PGKGLEWIGYIHYSGSSNYNPSLKSRVTISVDTFKNQFSL
KLTSVTAADTAVYYCARGRGMATLPEFDYWGQGTLVTVSS
114 ATL_OOO6187 DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKP
VL;ATL_OOO6191 VL GKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
(secuencia duplicada, EDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK
sec. con nums. de
ident.: 9, 92, 94)
115 HCDR1 ATI_ 0006187 GGSTGSYY
116 HCDR1 ATL 0006191 GGSIGSYF
117 HCDR2_ATL 0006187 THYSGHT
118 HCDR2 ATL 0006191 THYSGSS
119 HCDR3_ATL_OOO6187 ARGRGMATLPFDS
120 HCDR3_ATL_OOO6191 ARGRGMATLPFDY
24 LCDR1 _ATL 0006187;LCD | QSISSY
R1 ATL 0006191

34 LCDR2_ATL 0006187; AAS
LCDR2_ATL 0006191

121 LCDR3 ATL_0006187; QQOSYSTPLT
LCDR3_ATL 0006191
(secuencia duplicada
sec. con num. de
ident.: 40)

122 ATL_OOO653O VH QOVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPG
KGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQOMN
SLRAEDTAVYYCARDPYSGYEFVSEPYFDYWGQGTLVTVSS

123 ATL_OOO6531 VH EVQLVESGGVVVQPGGSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPG
KGLEWVSLISWDGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNSLYLOMN
SLRAEDTALYYCAKDSIQLWSFDYWGQGTLVTVSS

124 ATL_OOO6532 VH QVTLKESGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPG
QOGLEWMGRINPNSGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELS
RLRSDDTAVYYCAREEDCSSTSCYGDAFDIWGQGTMVTVSS

125 ATL_OOO6533 VH OVQLOQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPG
KGLEWVSYISSSSSYTNYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMN
SLRAEDTAVYYCARGGGGMDVWGQGTMVTVSS

126 ATL70006534 VH QVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTGYYMHWVRQAPG
QGLEWMGRINPNSGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELS
RLRSDDTAVYYCAREGDDSSGWLGGAFDIWGQGTMVTVSS

127 ATL70006535 VH EVQLLETGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTEDDYAMHWVRQAPG
KGLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMN
SLRAEDTALYYCAKDSYGDYFRGYYYGMDVWGQGTMVTVSS

128 ATL70006536 VH EVQLLESAGGVVQLGRSLRLSCAASGFTEFSNYGMHWVRQAPG

KGLEWVAITIYEFDGRNKYYAGSVGGREFTISRDNSKNTLYLOMD
SLRSDDTAVYYCARPLFPWLRVDGLDVWGHGTMVTVSS
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129

ATL 0006537 VH

QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWVROMPG
KGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLOWS
SLKASDTAMYYCARQRRGSGTRGMDVWGQGTTVIVSS

130 ATL 0006538 VH QVQLQESGPGLVKPSGTLSLTCAVSGGSISSSNWWSWVRQ
PPGKGLEWIGEIYHSGSTNYNPSLKSRVTISVDKSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARGRGGSYYFDYWGQGTLVTVSS

131 ATL 0006539 VH QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCSASGETF INYAMSWVRQAPG
KGLEWVSTISGSGASIYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLOMN
SLRAEDTAVYYCAKGAYYDSSGYYALDAFDIWGQGTMVTVSS

132 ATL 0006530 VL NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTGSSGSIASNYVQOWYQQOR
PGSAPTTVIYEDNQRPSGVPDRFSGSIDSSSNSASLTISG
LKTEDEADYYCQSYDSSNHWVFGGGTKVTVL

133 ATL 0006531 VL QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGARSDVGGYDYVSWEQQ
HPGKVPKLMIYDVNNRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGL
QAEDEADYYCSSFTDSSTYVFGTGTKVTVL

134 ATL 0006532 VL QSVLTQPHSVSESPGKTVTISCTRSSGSIVSNYVOWYQOR
PGSSPTTVIYEDNQRPSGVPDRFSGSIDRSSNSASLTISG
LKTEDEGDYYCQSYDKTSRVILFGEGTKVTVL

135 ATL 0006533 VL NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTGSSGS IASNYVOWYQOR
PGSAPTTVIYEDNQRPSGVPDRFSGSIDSSSNSASLTISG
LKTEDEADYYCQSYDSSNHVVFGGGTKVTVL

136 ATL 0006534 VL NFMLTQPHSVLESPGKTVTIPCTRSSGSIASNYVOWYQOR
PGSAPTAVIFEDNVRPSGVPDRFSGSVDSSSNSASLTISG
LKTEDEGDFYCQSYDSSGHVVFGGGTKVTVL

137 ATL 0006535 VL QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQ
LPGTAPKLLIYGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGL
QAEDEADYYCQSYDSSLSASYVFGTGTKVTVL

138 ATL 0006536 VL QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGNYNLVSWYQQ
YPGKAPKLLIYEVIKRPSGISGRFSGSKSGNTASLTISGL
QAEDEADYYCSSYTSSSTDYVFGTGTKVTVL

139 ATL 0006537 VL QAGLTQPPSVSVSPGQTASITCSGKKLGDKYTSWYQOKPG
QSPLLVIYQDNKRPSGVPGRFSGSNSGNTATLTISGTQPM
DEADYYCQAWDSSTVIFGGGTKVTIVL

140 ATL 0006538 VL QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQV
PGTAPKLLIYSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLO
SEDEADYYCAAWDDSLNGWVFGGGTKVTVL

141 ATL 0006539 VL QSVLTQPPSVSVSAGQTASITCSGDMLGGKYASWYQHKPG
QSPVLVIYQDARRPSGISERFSGSSSGNTATLTISGTQAM
DEADYYCQAWGSTAVFGGGTKVTVL

142 HCDR1 ATL 0006530 GFTFSSYS

143 HCDR1 ATL 0006531;HCD | GFTEDDYA

R1 ATL 0006535
144 HCDR1 ATL 0006532;HCD | GYTFTGYY
R1 ATL 0006534

145 HCDR1 ATL 0006533 GFTFSDYY

146 HCDR1 ATL 0006536 GFTFSNYG

147 HCDR1 ATL 0006537 GYSFTSYW

148 HCDR1 ATL 0006538 GGSISSSNW

149 HCDR1 ATL 0006539 GFTFINYA

150 HCDR2 ATL 0006530 ISSSSSYI

151 HCDR2 ATL 0006531 ISWDGGST

152 HCDR2 ATL 0006532;HCD | INPNSGGT

R2_ATL 0006534
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153 HCDR2_ATL 0006533 ISSSSSYT
154 HCDR2_ATL 0006535 ISWNSGSI
155 HCDR2_ATL 0006536 IYFDGRNK
156 HCDR2_ATL 0006537 TYPGDSDT
157 HCDR2_ATL 0006538 IYHSGST
158 HCDR2_ATL 0006539 ISGSGASI
159 HCDR3_ATL 0006530 ARDPYSGYEFVSEPYFDY
160 HCDR3_ATL 0006531 AKDSTQLWSFDY
161 HCDR3_ATL_OOO6532 AREEDCSSTSCYGDAFDI
162 HCDR3_ATL 0006533 ARGGGGMDV
163 HCDR3_ATL 0006534 AREGDDSSGWLGGAFDT
164 HCDR3_ATL_OOO6535 AKDSYGDYFRGYYYGMDV
165 HCDR3_ATL_OOO6536 ARPLFPWLRVDGLDV
166 HCDR3_ATI_ 0006537 ARQRRGSGTRGMDV
167 HCDR3_ATL_OOO6538 ARGRGGSYYFDY
168 HCDR3_ATL_OOO6539 AKGAYYDSSGYYALDAFDI
169 LCDR1_ATI, 0006530;LCD | SGSIASNY
R1_ATL 0006533;LCDRL
ATI, 0006534
170 LCDR1_ATI, 0006531 RSDVGGYDY
171 LCDR1_ATI, 0006532 SGSIVSNY
172 LCDR1_ATI, 0006535 SSNIGAGYD
173 LCDR1_ATI, 0006536 SSDVGNYNT,
174 LCDR1_ATI, 0006537 KLGDKY
175 LCDR1_ATI, 0006538 SSNIGSNT
176 LCDR1_ATI, 0006539 MLGGKY
177 LCDR2_ATI, 0006530;1.CD | EDN
R2_ATL_0006532;LCDR2_
ATI, 0006533;LCDR2_ATL
0006534
178 LCDR2_ATI, 0006531 DVN
179 LCDR2_ATI, 0006535 GNS
180 LCDR2_ATI, 0006536 EVI
181 LCDR2_ATI, 0006537 QDN
182 LCDR2_ATI, 0006538 SNN
183 LCDR2_ATI, 0006539 QDA
184 LCDR3_ATI, 0006530 QSYDSSNHWV
185 LCDR3_ATI, 0006531 SSFTDSSTYV
186 LCDR3_ATI, 0006532 QSYDKTSRVIL
187 LCDR3_ATI, 0006533 QSYDSSNHVV
188 LCDR3 ATL 0006534 QSYDSSGHVV
189 LCDR3 ATL 0006535 QSYDSSLSASYV
190 LCDR3 ATL 0006536 SSYTSSSTDYV
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191 LCDR3_ATL_ 0006537 QAWDSSTVI
192 LCDR3_ATL_ 0006538 AAWDDSLNGWV
193 LCDR3_ATL 0006539 QAWGSTAV
194 UNC5C humano versién | GSQDDDFFHELPETFPSDPPEPLPHFLIEPEEAY IVKNKP
2 VNLYCKASPATQIYFKCNSEWVHQKDHIVDERVDETSGLT
VREVSTETSRQQVEELFGPEDYWCQCVAWS SAGTTKSRKA
YVRIAYLRKTFEQEPLGKEVSLEQEVLLQCRPPEGT PVAE
VEWLKNEDIIDPVEDRNFYITIDHNLITKQARLSDTANYT
CVAKNIVAKRKSTTATVIVYVNGGWSTWTEWSVCNSRCGR
GYQKRTRTCTNPAPLNGGAFCEGQSVQKIACTTLCPVDGR
WTPWSKWS TCGTECTHWRRRECTAPAPKNGGKDCDGLVLQ
SKNCTDGLCMQTAPDSDDVALYGSHHHHHH
195 HFWRZ_ATL_OOO6191 WSWIRQTPGKGLEWIGY
196 HFWR3_ATLOOO6187 NONPSLKSRVTMSVDSSKSQLSLKLTSVTAADTAVYYC
197 HFWR3_ATLOOO6191 NYNPSLKSRVTISVDTEFKNQFSLKLTSVTAADTAVYYC
198 HFWR4_ATLOOO6187 WGQGILVIVSS
199 HFWR1_ATL 0006530 QVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAAS
200 HFWRZ_ATL_OOO653O MNWVRQAPGKGLEWVSS
201 HFWR3_ATL_OOO653O YYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQOMNSLRAEDTAVYYC
202 HFWR1 ATI, 0006531 EVQLVESGGVVVQPGGSLRLSCAAS
203 HFWRZ_ATL_OOO6531 MHWVRQAPGKGLEWVSL
204 HFWR3 ATI, 0006531 YYADSVKGRFTISRDNSKNSLYLQMNSLRAEDTALYYC
205 HFWR1 ATI, 0006532 QVTLKESGAEVKKPGASVKVSCKAS
206 HFWR2_ATI, 0006532, MHWVRQAPGQGLEWMGR
6534
207 HFWR3_ATI, 0006532, NYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYC
6534
208 HFWR4_ATI, 0006532, WGQGTMVTVSS
6533, 6534, 6535,
6539
209 HFWR1 ATL 0006533 QVQLQQSGGGLVKPGGSLRLSCAAS
210 HFWR2_ATL 0006533 MSWIRQAPGKGLEWVSY
211 HFWR3 ATL 0006533 NYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC
212 HFWR1 ATI, 0006534 QVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKAS
213 HFWR1 ATL 0006535 EVQLLETGGGLVQPGRSLRLSCAAS
214 HFWR2_ATL 0006535 MHWVRQAPGKGLEWVSG
215 HFWR3 ATL 0006535 GYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYC
216 HFWR1 ATL 0006536 EVQLLESAGGVVQLGRSLRLSCAAS
217 HFWR2_ATL 0006536 MHWVRQAPGKGLEWVAT
218 HFWR3 ATL 0006536 YYAGSVGGRFTISRDNSKNTLYLQMDSLRSDDTAVYYC
219 HFWR4_ATIL 0006536 WGHGTMVTVSS
220 HFWR1 ATI, 0006537 QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGS
221 HFWR2_ATI, 0006537 IGWVRQMPGKGLEWMGT
222 HFWR3 ATI, 0006537 RYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYC
223 HFWR4 ATL 0006537 WGQGTTVTVSS
224 HFWR1 ATI, 0006538 QVQLQESGPGLVKPSGTLSLTCAVS
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225

HFWR2 ATL 0006538

WSWVRQPPGKGLEWIGE

226 HFWR3 ATL 0006538 NYNPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
227 HFWR1 ATL 0006539 QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCSAS
228 HFWR2_ATL 0006539 MSWVRQAPGKGLEWVST
229 HFWR3 ATL 0006539 YYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYC
230 LFWR1 ATL 0006530, NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTGS
6533
231 LFWR1 ATL 0006531 QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGA
232 LFWRI_ATL_OOO6532 QSVLTQPHSVSESPGKTVTISCTRS
233 LFWRI_ATL_OOO6534 NEMLTQPHSVLESPGKTVTIPCTRS
234 LFWRI_ATL_OOO6535 QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGS
235 LFWRI_ATL_OOO6537 QAGLTQPPSVSVSPGQTASITCSGK
236 LFWR1 ATL 0006538 QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGS
237 LFWR1 ATL 0006539 QSVLTQPPSVSVSAGQTASITCSGD
238 LFWR2_ ATL 0006530, VOWYQQRPGSAPTTVIY
6533
239 LFWRZ2_ ATL 0006531 VSWEQQHPGKVPKLMIY
240 LFWR2_ ATL 0006532 VOWYQQRPGSSPTTVIY
241 LFWRZ2_ ATL 0006534 VOWYQQRPGSAPTAVIF
242 LFWR2 ATL 0006535 VHWYQQLPGTAPKLLIY
243 LFWR2 ATL 0006536 VSWYQQYPGKAPKLLIY
244 LFWR2 ATL 0006537 TSWYQQKPGQSPLLVIY
245 LFWR2 ATL 0006538 VNWYQQVPGTAPKLLIY
246 LFWR2 ATL 0006539 ASWYQHKPGQSPVLVIY
247 LFWR3 ATL 0006530, QRPSGVPDRFSGSIDSSSNSASLTISGLKTEDEADYYC
6533
248 LFWR3 ATL 0006531 NRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLOAEDEADYYC
249 LFWR3 ATL 0006532 QRPSGVPDRFSGSIDRSSNSASLTISGLKTEDEGDYYC
250 LFWR3 ATL 0006534 VRPSGVPDRFSGSVDSSSNSASLTISGLKTEDEGDFYC
251 LFWR3 ATL 0006535 NRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGLOAEDEADYYC
252 LFWR3 ATL 0006536 KRPSGISGRFSGSKSGNTASLTISGLOAEDEADYYC
253 LFWR3 ATL 0006537 KRPSGVPGRFSGSNSGNTATLTISGTQPMDEADYYC
254 LFWR3 ATL 0006538 QRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLOSEDEADYYC
255 LFWR3 ATL 0006539 RRPSGISERFSGSSSGNTATLTISGTQAMDEADYYC
256 LFWR4 ATL 0006530, FGGGTKVTVL
6533, 6534, 6537,
6538, 6539
257 LFWR4 ATL 0006531, FGTGTKVIVL
6535, 6536
258 LFWR4 ATL 0006532 FGEGTKVTVL
259 Regién de UNC5C HS- YCKASPATQIYFKCNSEWVHOKDHIVDERVDETSGLIVREV

095185-1 que
interactta con
ATL 5262
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260 Regién de UNC5B Hs- RCRAFPATQIYFKCNGEWVSQONDHVTQEGLDEATGLRVREV
Q8IZJ1-1 que es
homéloga a la sec. con
nim. de ident.: 259

261 Regién de UNCSA Hs- VCKAVPATQIFFKCNGEWVRQVDHVIERSTDGSSGLPTMEV
Q6ZN44-1 que es
homéloga a la sec. con
nim. de ident.: 259

262 Regién de UNC5D Hs- RCKARPAMQIFFKCNGEWVHONEHVSEETLDESSGLKVREV
Q6UXZ4-1 que es
homéloga a la sec. con
nim. de ident.: 259

Tabla 1. Secuencias a las que se hace referencia en la

presente. VH = dominio variable de cadena pesada; VL =

dominio variable de cadena ligera; CDR = regidn

determinante de complementariedad, CDRL se refiere a las

CDR en el dominio variable de cadena ligera (numeradas 1,

2 o 3 de N-ter); CDRH se refiere a las CDR en el dominio

variable de cadena pesada (numeradas 1, 2 o 3 de N-ter));

FWR = regidén del marco; LFWR se refiere a un FWR en la

cadena ligera (numerado 1, 2, 3 o 4 de N-ter), mientras

que HFWR se refiere a un FWR en la cadena pesada

(numerado 1, 2, 3 o 4 de N-ter). “ATL ” se usa como un

identificador de anticuerpos.

Ejemplos

Estos ejemplos demuestran la identificacidén de
anticuerpos terapéuticos potenciales de una cohorte de
sujetos gque tienen o se consideran en riesgo de desarrollar
demencia frontotemporal o enfermedad de Parkinson (PD)
(Ejemplo 1), asi como su caracterizacidén in vitro e 1in

vivo (Ejemplos 2-5, 7-19) vy optimizacidén (Ejemplo 6).
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Posteriormente se identificaron anticuerpos adicionales
que muestran propiedades similares a las del Ejemplo 1 y

6 (Ejemplo 20).

Materiales y métodos

ELISA de UNC5C humano y de ratdn

Antigeno  humano recombinante de  UNC5C (Fc
etiquetada de R&D System, num. 1005-UN; o produccidn interna
a partir de células HEK293F con etiqueta His o FLAG N-terminal
(sec. con num. de ident.: 98): se usd antigeno humano interno
para confirmar que los resultados no fueron impulsados por
la Fc etiquetada) o antigeno de ratdn (produccidén interna a
partir de células HEK393F con etiqueta His o FLAG N-terminal
(sec. con num. de ident.: 97: el dominio extracelular UNC5C
murino expresado comprende AA 41-380 de la secuencia UNC5C
murina); antigeno de rata (sec. con num. de ident.: 103); o
antigeno de cyno (sec. con num. de ident.: 104) se absorbieron
directamente en una placa ELISA a 3 pg/ml (50 pl por pocillo)
y se incubaron durante la noche a 4 °C. La placa se lavd con
PBS. Las placas se bloquearon con 200 ul/pocillo de solucidn
de Dbloqueo (1 % de BSA p/v en PBS) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de esto, se retird la solucidn
de bloqueo y los anticuerpos a evaluar se diluyeron en series
de dilucién (1 uM a 0,05 nM) en solucidén de bloqueo (1 % de

BSA p/v en PBS) y se aplicaron a la placa. Las placas se
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incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. La placa se
lavé con PBS/0,1 $ de Tween. Se afadié anti-IgG humana con
HRP (Jackson ImmunoResearch; num. 109 -035-097) a la placa y
se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente para detectar

)

la unidén al anticuerpo. La placa se lavé con PBS/0,1 % de

X

Tween y solucidén TMB (Life Technology; num. 002023) afiadida.
Las placas se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente antes de la adicidén de la solucidén de parada (&cido
sulfarico 0,5 M). La absorbancia se leybé en el lector de
placas Molecular Devices FilterMaxF5 a 450 nm. E1 anédlisis
se realizd usando un algoritmo de ajuste de curva de ajuste

no lineal sobre prisma GraphPad y se calculd la EC50.

Deconvolucidén de diana mediante protedmica de Retrogenix

El grupo de 20 anticuerpos usados en esta pantalla
fueron 18 anticuerpos identificados a partir del andlisis
de cohorte de muestra de FTD, un anticuerpo de una cohorte
de Huntington vy un anticuerpo anti-PDL1 de <control
positivo. Se mezclaron 1los anticuerpos en proporciones
iguales (concentraciones) para crear el grupo. El grupo de
anticuerpos se cribdé a 4 ug/ml, por lo que cada anticuerpo
individual dentro del grupo se cribd a 0,2 ug/ml. Se realizd
un cribado del grupo de anticuerpos para detectar su unidn
a células HEK293 fijadas en portaobjetos gque expresan la
“genoteca Retrogenix” que comprende duplicados de 6019

proteinas de membrana plasmdtica humana, proteinas humanas
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secretadas y proteinas humanas secretadas ancladas a la
superficie celular vy 397 heterodimeros humanos. Los
cribados se realizaron por duplicado. La unidén de
anticuerpos se detecta usando un anticuerpo secundario
etiquetado con AlexaFluor647 y portaobjetos de exploracidn.
UNC5C se identificd como un aglutinante débil en una réplica
y un aglutinante muy débil en la segunda réplica.
Siguiendo este resultado, cada anticuerpo del
grupo se probd individualmente para la unidén a la proteina

rhUNC5C mediante ELISA.

Ensayo de competencia de Netrina-1

El antigeno humano recombinante UNCS5C (R&D
Systems; num. 1005 -UN) o el antigeno de ratdn (produccidn
interna) se absorbieron directamente en una placa ELISA a
3 pg/ml (50 ul por pocillo) y se incubaron durante la noche
a 4 °C. La placa se lavd con PBS. Las placas se bloquearon
con 200 pl/pocillo de solucidén de bloqueo (1 % de BSA p/v
en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacidn, la Netrina 1 humana recombinante con
etiqueta His C-terminal (R&D Systems; ntm. 6419-N1) o
vehiculo se afnadié a la placa para una etapa de
preincubacidén a temperatura ambiente durante 30 minutos.
La concentracién de netrina 1 fue de 200 pg/ml para el
ensayo de competencia de un solo punto y en un rango de

dilucidén de 200 pg/ml a 0,003 pg/ml. E1 ensayo se configurd
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en pocillos replicados para poder detectar tanto la unidn
al anticuerpo ATL 0005262 como la unidén a Netrina 1. Se
aplicé ATL 0005262 (a 4 pg/ml) a los pocillos que contenian
Netrina 1 y se incubdé a temperatura ambiente durante 1
hora. Después, se lavd la placa con PBS/0,1 % de Tween. Se
afiadi® anti-IgG humana con HRP a la placa (Jackson
ImmunoResearch;ntm. 109-035-097) vy se incubdé durante 1
hora a temperatura ambiente para detectar la unidén del
anticuerpo al UNC5C. Se afiadidé anti-His con HRP (Invitrogen
nam. MA1-21315-HRP) a los pocillos para detectar la unidn
de Netrina 1 al UNC5C. La placa se lavd con PBS/0,1 % de
Tween y solucién de TMB (LifeTechnology; num. 002023)
afladida. Las placas se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente antes de la adicidén de la solucidn de
parada (adcido sulfurico 0,5 M). Absorbancia leida en el
lector de placas Molecular Devices FilterMaxF5 a 450 nm.
Para el experimento inverso para determinar si la
Netrina-1 podria desplazar ATL 0005252, el antigeno humano
recombinante UNCS5C (R&D Systems; num. 1005-UN) se absorbid
directamente en la placa ELISA a 3 ug/ml (50 pl por pocillo)
y se incubdé durante la noche a 4 °C. La placa se lavd con
PBS. Las placas se blogquearon con 200 ul/pocillo de solucidn
de bloqueo (1 % de BSA p/v en PBS) durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacidén, se afiadieron a las
placas ATL 0005262 o el anticuerpo de control negativo

ATL 0005338 en una curva de dilucién triple de 12 puntos a
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partir de 666 nM. Las placas se incubaron durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Después se afiadid Netrina 1 a 1los
pocillos a una concentracidén final de 75 nM, y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora. El ensayo se configurd
en pocillos replicados para poder detectar tanto la unidn
al anticuerpo ATL 0005262 como la wunidén a Netrina 1.
Después, se lavd la placa con PBS/0,1 % de Tween. Se afiadid
anti-IgG humana con HRP a la placa (Jackson
ImmunoResearch;ntm. 109-035-097) y se incubdé durante 1 hora
a temperatura ambiente para detectar la unidén del
anticuerpo al UNC5C. Se afiadidé anti-His con HRP (Invitrogen
num. MA1-21315-HRP) a los pocillos para detectar la uniédn
de Netrina 1 al UNC5C. La placa se lavd con PBS/0,1 % de
Tween vy solucidén de TMB (LifeTechnology; num. 002023)
afladida. Las placas se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente antes de la adicién de la solucidn de

parada (dcido sulfarico 0,5 M). Absorbancia leida en el

lector de placas Molecular Devices FilterMaxF5 a 450 nm.

Ensayo de interferometria biocapa

La interaccién de unidén de ATL 5262 o ATL 6178
con diferentes receptores de netrina-1 se evalud mediante
interferometria biocapa (BLI, por sus siglas en inglés)
usando un instrumento Octet Red 96e. Los antigenos
recombinantes purificados se adgquirieron de un proveedor

comercial o se prepararon y purificaron internamente y los
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detalles se muestran en la Tabla 2. Los antigenos humanos
recombinantes detallados en la tabla a continuacidén fueron
capturados mediante la etiqueta His en los biosensores
Sartorius Octet HIS1K en el regulador de ensayo (regulador

cinético Cytiva HBS-EP+). Los sensores cargados se

equilibraron con el regulador de ensayo y después se

sumergieron en el analito de anticuerpo (ATLX-1282,

ATL5262 hIgGl-LALA) y se mididé la respuesta (asociacidn).
Entonces, se sumergieron los sensores en regulador de unidn
y se mididé la respuesta (disociacidn).

Los biosensores se hidrataron y acondicionaron
antes de su uso mediante inmersidén en regulador de ensayo
y regulador de regeneracidn

(100 mM de glicina, pH 1,5,

Cytiva), y se llevaron al equilibrio en regulador de ensayo
antes de la carga.

La sefial de unién de un anticuerpo de control
sumergida en la misma muestra se restd de los datos sin
procesar. Se recolectaron los datos de referencia a partir

de sensores cargados sumergidos en un analito de anticuerpo

de control de concentracidén equivalente.

Nombre del Especie Cédigo de | Nombre del Proveedor
antigeno acceso gen
UniProt

UNC5A Humano Q6zN44 UNC5A Numero de catédlogo 6767-UN
de R&D Systems o sec. con
nim. de ident. interno: 105

UNC5B Humano Q81zJ1 UNC5B Numero de catédlogo 8869-UN
de R&D Systems o sec. con
num. de ident. interno: 106
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UNC5C Humano 095185 UNC5C Numero de catédlogo 1005-UN
de R&D Systems o sec. con
num. de ident. interno: 107

UNC5D Humano Q6UXZ4 UNCS5D Numero de catédlogo 1429-UN
de R&D Systems o sec. con
nim. de ident. interno: 108

Neogenina Humano 092859 NEO1 Nuimero de catdlogo 8607-NE
de R&D Systems

Receptor Humano pP43146 DCC Sistemas Ré&D

gicnetrlna Numero de catdlogo 8637-DC

o0 sec. con num. de ident.
interno: 109

Molécula de | Humano 060469 DSCAM Sistemas R&D

adhesidn nimero de catdlogo 3666-DS
celular

DSCAM

Tabla 2. Proteinas recombinantes utilizadas para BLI.

Enfoque isoceléctrico capilar (cIEF)

El anadlisis de variantes de carga se realizd
preparando una mezcla maestra para diluir muestras de
anticuerpos para ejecutarlas en un cartucho cIEF en un
instrumento Maurice (Protein Simple). La mezcla maestra tuvo
una concentracién final de 0,35 % de metilcelulosa (Protein
Simple, 101876), 4 % de pharmalyte pH 3-10 (Protein Simple,
17-0456-01), 10 mM de arginina (Protein Simple, 042-691),
0,01 % de marcadores de pI 4,05 v 9,99 (Protein Simple, 046-
029 y 046-034). Las muestras se diluyeron a 0,15-0,25 mg/ml
en la mezcla maestra y se ejecutaron durante 1 minuto a 1500
voltios seguido de 4,5 minutos a 3000 voltios. También se
ejecutd un estdndar de idoneidad del sistema (Protein
Simple, 046-044) al inicio de la ejecucidédn. Los datos de

estabilidad generados a las 2 y 4 semanas se superpusieron

para comparar el perfil de especies de carga.
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El enfoque isoceléctrico capilar (cIEF) para
ATL 6187 se realizd en un instrumento Maurice
(ProteinSimple) . Se afiadieron 20 ug de muestra a una mezcla
maestra que contenia anfolito portador, marcadores de pl 7
y 10, metilcelulosa y urea y se cargd en un cartucho cIEF
(ProteinSimple), la separacidén se realizd entre el rango

de pH pI 7,0 a 10,0 y la deteccidn se realizd a 280 nm.

Cromatografia con exclusidén por tamafio (SEC-HPLC)

Las nmuestras de anticuerpos se diluyeron a
1,2 mg/ml en 20 mM de acetato de histidina, 150 mM de NaCl
PpH 5,5 para ejecutarse en una columna Zorbax GF-250 SEC-HPLC
(Agilent) en un Vanquish Flex (Thermo Scientific). Las
muestras se separaron por tamafio en fase mévil de 20 mM de
fosfato de sodio, 300 mM de sulfato de sodio y 100 mM de

arginina a una velocidad de flujo de 0,75 ml/minuto a +25C

durante 25 minutos por muestra. Para integrar 1los
cromatogramas se usd el software Chromeleon (Thermo
Scientific).

SDS-PAGE

Se prepararon 2 pg de muestras de anticuerpo
diluyéndolas en agua y regulador de muestra Laemmli 2x (Bio-
Rad). Las muestras se analizaron tanto en condiciones
reducidas como no reducidas; las muestras reducidas tenian

la adicién de 50 mM de DTT (Sigma-Aldrich). Todas las
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muestras se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y se
cargaron en pocillos de geles de proteina Bolt 4-12 % Bis-
Tris Plus Protein (Thermo Scientific), al mismo tiempo que
5 pl de un marcador de peso molecular se cargd en cada gel,
estandares de color dual de proteina Precision Plus (Bio-
Rad, 1610737) y se ejecutaron en regulador de ejecucidn
Bolt MES SDS (Thermo Scientific). Las muestras se
ejecutaron a 200 voltios constantes durante 23 minutos,
seguido de una tincidén con InstantBlue Coomassie Stain
durante un minimo de 1 hora, los geles se destifieron con

lavados con agua y se tomdé una imagen mediante escaneo

usando el sistema GelDoc Go Imaging (Bio-Rad).

Electroforesis capilar con dodecil sulfato de sodio (CE-

sDS)

La CE-SDS se realizbé en un instrumento Maurice
separando muestras en un cartucho CE-SDS Plus (Protein
Simple). Se prepararon muestras de anticuerpos mezclando
5 pl de muestra a 12,6 mg/ml con 55 pl de regulador de
muestra 1x (Protein Simple), para obtener una
concentracidén de solucién de prueba de 1 mg/ml. Para
muestras reducidas se afiadieron 2,5 ul de 2-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich ref: M6250) a la mezcla, para muestras no
reducidas se afiadieron 2,5 pl de yodoacetamida (Sigma-

Aldrich), después se agitd completamente y se calentd a

70 °C durante 10 minutos, seguido de 5 minutos en hielo.
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Entonces, las muestras se agitaron vy centrifugaron
brevemente, se transfirieron 50 pl de la mezcla de muestra
a una placa de 96 pocillos y se centrifugaron a 1000 xg
durante 10 minutos y después se colocaron en el instrumento
Maurice. Para reducir las condiciones, las muestras se
ejecutaron a 4600 voltios durante 25 segundos para la
inyeccidén, seguido de 5750 voltios durante 25 minutos para
la separacidén. Para condiciones no reductoras, las
muestras se ejecutaron a 4600 voltios durante 25 segundos
para la inyeccidn, seguido de 5750 voltios durante 35
minutos para la separacidén, los datos se analizaron usando

el software Chromeleon (Thermo Scientific).

Condiciones de estabilidad

Los viales de 100 pl de mAb de 12,6 mg/ml
(ATL 5262) o 50 mg/ml (ATL 6178) se almacenaron a 40 °C en
una incubadora estatica, en un refrigerador a 4 °C o en un
congelador a -80 °C durante un periodo de 2 o 4 semanas.
Se prepararon viales triplicados para cada condicidén. Para
las condiciones de congelacidén vy descongelacidén, las
muestras de mAb a 12,6 mg/ml se congelaron y descongelaron
desde un almacenamiento a -80 °C hasta temperatura ambiente
(TA) durante tres ciclos en un periodo de ocho horas.

Las muestras de 50 mg/ml (ATL 6178) para
evaluaciones de congelacidén y descongelacidn se sometieron a

ciclos de temperatura entre -70 °C y temperatura ambiente,
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lo que permitid que la muestra se descongelara completamente
cada vez, durante 3 o 5 ciclos. Todas las muestras estresadas
se compararon con una muestra de control congelada a -70 °C.

Las muestras que requerian agitacidn se colocaron
en una incubadora con agitacién a 25 °C y 300 rpm.

Las muestras que requerian condiciones de pH bajo
se ajustaron a pH 3,5 usando &cido clorhidrico y se colocaron
a 25 °C durante 6 h o 24 h, después de lo cual se congelaron

a -70 °C hasta que se necesitaron para su analisis.

Condiciones de solubilidad

Previo a realizar evaluaciones de solubilidad,
ATL 6178 purificado se concentré a 50 mg/ml, 100 mg/ml o
hasta un maximo de 288,9 mg/ml mediante centrifugacidédn por
ultrafiltracién. La muestra a 288,9 mg/ml se diluyd a
200 mg/ml para su anédlisis. Después, las muestras se
analizaron antes o después de ser incubadas a 25 °C durante

7 dias.

Ensayo de desplazamiento térmico

Las mediciones del desplazamiento térmico de
proteinas se realizaron en un equipo Uncle (Unchained Labs).
Los anticuerpos se diluyeron a 1 mg/ml o 5 mg/ml en 20 mM de
acetato de histidina, 150 mM de NaCl, regulador de pH 5,5 vy
se ejecutaron a través de una rampa de temperatura de 25-

95 °C aumentando a una velocidad de 0,5 °C/minuto. Las
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muestras se ejecutaron por triplicado, cargando 8,8 pl en 3
pocillos diferentes de un Uni (Unchained Labs). Los ajustes
del laser se ejecutaron para lograr una fluorescencia inicial
en el rango de 300-350 nm de 10000 - 50000 recuentos. La
temperatura de fusidén (Tml/Tm2) vy la temperatura de
agregacién (Tagg/Tonset) se analizaron usando el software
Uncle Analysis v6 (Unchained Labs). La medicidén de Tm se
calculd usando la relacién 350/330 nm, mientras que la Tonset

y Tagg se obtuvieron a partir de la lectura de SLS a 266 nm.

UNC5C PK

Para determinar la PK de anticuerpos UNC5C, se
realizd un experimento de PK in vivo con ATL 0005262. Se
trataron ratones machos C57BL/6J de seis a ocho semanas de
edad mediante IP con ATL 0005262 a dosis de 1, 10 vy
60 mg/kg y se recolectaron muestras de suero a las 1, 4,
8, 24, 72 y 144 horas después de la dosis. Se recolectaron
cerebros y liquido cefalorraquideo (LCR) a las 24, 72 vy
144 horas después de la dosis. Se administré ATL 5338 a
10 mg/kg como anticuerpo de control. Los niveles de

anticuerpos se evaluaron via ELISA.

Anédlisis de neuronas dopaminérgicas

Se realizaron experimentos con neuronas
dopaminérgicas (Fujifilm iCell DopaNeurons 01279) cultivadas

durante siete dias in vitro de acuerdo con el protocolo del
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fabricante usando el iCell Neural Base Medium 1, iCell Neural
Supplement B e 1iCell Nervous System Supplement proporcionados
por el fabricante. En el quinto dia de cultivo, las neuronas
fueron expuestas al tratamiento con ATLX-1282 (100 nM),
ATL5252 (100 nM), un control de isotipo (100 nM) y Netrina-
1 recombinante (1 pg/ml) como un control positivo (obtenido
de R&D systems; catdlogo num. 6419N1025CF) .

El dia 7, las células se lisaron y la proteina se
extrajo usando regulador de lisis celular RIPA, que consiste
en 50 mM de Tris (pH 8,0), 150 mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 1 %
de NP-40, 0,5 % de desoxicolato de sodio y 1 % de SDS,

suplementado con inhibidores de ©proteasa vy fosfatasa

(Sigma) . E1 impacto de los diversos tratamientos se evalud
mediante Western blot cuantitativo, realizado por
RayBioTech, 1Inc. (Peachtree Corners, GA, USA) usando su

servicio de auto-Western Blot. La muestra de proteina
extraida a una concentracién de 0,1 mg/ml se cargd en la
maquina de electroforesis capilar automatizada. Se emplearon
los siguientes anticuerpos para la deteccién de proteinas:
UNC5C (ThermoFisher; num. de catalogo PA5-67780),
NeurofilamentlL (Cell Signaling; num. de catdlogo 2837),
Sinaptofisina (Cell Signaling; num. de catdlogo 36406),
PSD95 (Cell Signaling; num. de catédlogo 3450),
Sinaptofisina-1 (Cell Signaling; num. de catdlogo 5297),
Sinaptotagmina-1 (Cell Signaling; num. de catdlogo 14558).

Se usaron anticuerpos secundarios del catdlogo del servicio
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de auto-Western Blot. de RayBiotech, Inc. Como control de
carga se usdé el anticuerpo gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH, por sus siglas en inglés)

proporcionado por RayBiotech desde su genoteca de servicios.

Ensayo de deplecidén de netrina-1

Para evaluar el impacto de 1la privacidén de
Netrina-1 en las neuronas motoras, se realizaron
experimentos en neuronas motoras espinales derivadas de iPSC
humanas (BX-0100, Brain Xell, EE. UU.) cultivadas durante 7
dias in vitro. El1l dia 5 del cultivo, estas neuronas fueron
sometidas a pretratamiento con ATLX-1282 (100 nM) o ATL5262
(100 nM) durante 1 hora. Después de este pretratamiento, las
neuronas fueron expuestas a un tratamiento adicional (como
se detalla a continuaciédén) y cuarenta horas mas tarde, el
dia 7, se recolectaron las neuronas para una bateria de
ensayos para evaluar su respuesta celular y su salud. Estos
ensayos incluyeron: (a) ensayo vivo/muerto; (b) andlisis de
expresidédn GAP-43; vy (c) evaluacién del crecimiento de
neuritas (usando dispositivos microfluidicos
compartimentados XonaChips, de Xona Microfluidics, EE. UU.).

Para los ensayos de viabilidad celular y expresidn
de GAP-43, después del pretratamiento, las células fueron
expuestas a (1) el anticuerpo de control de isotipo ATL5338
solo; (2) ATL5338 y anticuerpo anti-netrina-1 2F5 (10 pg/ml)

(AdipoGEN; NC2134483); (3) ATL5262 (100 nM) vy anticuerpo
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anti-netrina-1 2F5 (10 upg/ml); o (4) ATLX-1282 (100 nM) vy
anticuerpo anti-netrina-1 2F5 (10 pg/ml). La viabilidad
celular se evalud usando el kit de tincién LIVE/DEAD de
Thermo Fisher Scientific. Las neuronas motoras se incubaron
con 1 uM de calceina AM y 2 pM de homodimero-1 de etidio
(EthDl) en PBS durante 30 minutos. Después del lavado con
PBS, se obtuvieron imadgenes de las células usando un
microscopio fluorescente motorizado (Echo Revolve). EI1
andlisis incluyd cuatro fotogramas por chip con un aumento
de x10, con conteo de particulas usando Fiji/Imaged. La
inmunotincidén GAP-43 se realizd después de la fijacidédn con
paraformaldehido al 4 % y la permeabilizacidédn con 1 % de
saponinas en PBS. El1l blogueo se llevdé a cabo durante 30
minutos en suero de burro al 10 % en PBS con 0,1 % de
saponina. El anticuerpo primario (GAP-43, ThermoFisher;
PIPA579299) se diluydé en suero de burro al 10 % en PBS con
1 % de saponina y se incubdé durante la noche a 4 °C. Después
de tres lavados con PBS, las células se incubaron con un
anticuerpo secundario etiquetado con fluorescencia (Abcam,
abl175470) a una dilucién 1:300 durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguido de tincidén nuclear DAPI.

Para 1las evaluaciones del crecimiento de las
neuritas, después de que las células del pretratamiento se
expusieron a (1) el anticuerpo de control de isotipo ATL5338

solo; (2) ATL5338 y anticuerpo anti-netrina-1 2F5 (10 pg/ml)

(AdipoGEN; NC2134483); o (3) ATLX1282 (100 nM) y anticuerpo
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anti-netrina-1 2F5 (10 pg/ml). Los cultivos microfluidicos
involucraron neuronas motoras espinales BrainXell eGFP (BX-
0101) cultivadas en unidades de cultivo XonaChip SF150X4 “X4”,
y cada chip contenia entre 40-60k neuronas por unidad.
Después de 48 horas de incubacidn, se obtuvieron imagenes de
los compartimentos somaticos y axdédnicos usando un objetivo
20x%, capturando tanto el —contraste de interferencia
diferencial (DIC) como la fluorescencia de 488 canales. La
visualizacidén se realizd después de tres lavados con PBS, vy
las imadgenes se adgquirieron usando Echo Revolve. El andlisis
cuantitativo del compartimento axonal implicdé medir la

longitud total de neuritas y el numero total de neuritas.

Ensayos basados en MEA

El control isogénico de iCell Motor Neurons (num.
de catédlogo: C1048), iCell Motor Neurons ALS TDP43 Q331K
(nim. de catdlogo: R1144) e iCell Astrocytes (num. de
catdlogo: R1092) fueron todas de FUJIFILM Cellular Dynamics,
Inc. vy mantenidas de acuerdo con los protocolos del
fabricante. Las superficies de cultivo se ©prepararon
tratdndolas inicialmente con una solucidén de polietilenimina
al 0,1 % (Sigma-Aldrich), seguido de una incubacidén durante
la noche. Posteriormente, las superficies tratadas se lavaron
completamente tres veces con agua destilada estéril y se
dejaron secar al aire durante una hora. Las superficies secas

se recubrieron después con 5 npg/ml de laminina (Sigma-
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Aldrich), seguido de otra incubacidén durante la noche.
Después de esta incubacidén, se aspird la solucidn de
laminina, vy se sembraron células inmediatamente a una
densidad de 55.000 células por cm?, wusando el medio
proporcionado por el fabricante. Notablemente, el cultivo
celular incluyd® una relacién de 15 % de astrocitos por
neuronas (equivalente a 1,5 K astrocitos por 10 K neuronas).
Las neuronas motoras cultivadas se alimentaron cada 2-3 dias
con un reemplazo de medio del 50 % y se analizaron entre los
dias 15 y 20 de cultivo para todos los experimentos.

Para evaluar la funcién a nivel poblacional en
cultivos de neuronas motoras, usamos placas de matriz
multielectrodo (MEA) de 48 pocillos y el sistema Maestro
MEA de Axion Biosystems. Durante la adquisicién de datos,
se aplicaron configuraciones de registro estédndar para
picos neuronales espontdneos usando el software Axis
(versidén 2.5). Las células se mantuvieron a una temperatura
constante de 37 °C y 5 % de CO, a lo largo del periodo de
registro de 2 minutos. La configuracidén estédndar incluia
una ganancia de 130x, grabacién de 1 a 25.000 Hz, y un
filtro digital paso bajo de 2 kHz para reduccién de ruido.
La deteccidén de picos se configurdé a 5x la desviaciédn
estdndar del ruido, y se registrd una explosidén de red si
al menos el 25 % de los electrodos en un mismo pocillo

exhibia actividad sincrdénica. Los resultados informados en

la presente se derivan de promediar todos los electrodos
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en cada pocillo y después promediar los datos de seis
pocillos. Los tratamientos experimentales consistieron en
ATL-5338 (control de isotipo) y ATLX-1282, ambos
administrados a concentraciones finales especificas de 100
nM. Estos tratamientos comenzaron el dia 15 del experimento
y continuaron durante 142 horas (Dosis 1: 0 punto temporal;
Dosis 2: 120 h después de la 1.2 dosis). Para evaluar el
impacto de estos tratamientos sobre el comportamiento
celular, se realizaron registros diarios desde el dia 15
hasta el dia 20, realizando un registro cada dia. Los datos
registrados fueron sometidos a procesamiento usando el
software de Axion Biosystems para la deteccidén de picos y
el anédlisis de formas de onda. El andlisis estadistico se
llevd a cabo usando pruebas estadisticas apropiadas para
comparar los efectos de diferentes compuestos sobre la
actividad de la red neuronal. Los resultados se

consideraron estadisticamente significativos con p<0,05.

Ensayos de caspasa

Las células SH-SYS5Y (DSMZ) Nuclight Red (num. de
catdlogo de Sartorius: 4475) se sembraron a una densidad de
5000/pocillo en una placa de 96 pocillos (num. de catdlogo
de Corning: 3606) en DMEM/F12 (num. de catdlogo de Gibco:
A4192001) con 10 % de FBS y se dejaron adherir durante la
noche (37 °C, 5 % de CO,). El medio se reemplazdé con un

pretratamiento en medio completo con colorante verde
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Incycyte® caspasa 3/7 (num. de catdlogo de Sartorius: 4440)
durante 24 horas. El pretratamiento se selecciondé entre 80
nM ATL5262, 80 nM ATLX-1282, 80 nM de control de isotipo
(ATL-5338), 10 nM de Netrina-1, 10 nM de clusterina (proteina
de control con un tamafio similar a Netrina 1 (100 kD)), o un
control negativo (antifluoresceina ATL 5338, mismo isotipo
IgGl) que carecia de un pretratamiento. después de eso, se
afiadié el ©péptido P-amiloide 1-42 (rPeptide, num. de
catdlogo: A-1170; Abcam, num. de catdlogo: ABR120301) diluido
en medio completo con colorante verde caspasa 3/7
(concentracién final de 20 pM). Entonces, se leyd la placa
usando un sistema de imégenes en vivo Incucyte (Sartorious)
durante 72 horas usando un médulo optico rojo/verde. EI
anadlisis se realizd después de eliminar los valores atipicos
(Grubbs y ROUT: no se detectaron valores atipicos) con
normalizacién del recuento verde a nUmero de células
(recuento rojo). El &rea bajo la curva en el prisma Graphpad
se generd con Anova unidireccional con la prueba de
comparaciones multiples de Siddk usada para determinar la

significancia entre tratamientos.

Estudio in vivo de haploinsuficiencia de Netrina-1

Los ratones usados fueron ratones machos de 12
semanas de edad haploinsuficientes de Netrina 1 B6.129(Cg) -
Ntnltml.2Tek/J de Jackson Laboratories (Stock num. 028070)

y crias normales de la misma camada no transgénicas. Los
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ratones haploinsuficientes de Netrina 1 fueron tratados con
ATLX-1282 dos veces por semana mediante IP, 60 mg/kg. La
anfetamina se administré a 4 mg/kg mediante IP a partir del
dia 8 posterior a ATLX-1282. Se administrdé cada dos dias
durante 10 dias (5 dosis). Antes del tratamiento con
anfetamina, los ratones fueron llevados a la sala
experimental durante al menos 1 hora de aclimatacién. Se
registraron la actividad locomotora, la frecuencia de
elevacidén sobre las patas traseras (rearing) y los conteos
estereotipados en intervalos de 5 minutos durante una linea
de base de 30 minutos, tras la cual los ratones recibieron
anfetamina (4 mg/kg) o solucidén salina y fueron devueltos
a las camaras OF para una sesidén adicional de 60 minutos.
Se usd6 solucidén salina como control para anfetamina, y se

usd ATL5338 como control de isotipo para ATLX-1282.

Estudio 6-OHDA in wvivo

Las ratas wusadas fueron ratas Sprague-Dawley
hembra (Charles River, aproximadamente 290 g al momento de
la cirugia). El dia 1 de estudio, todos 1los animales
recibieron vya sea 6-OHDA o vehiculo (solucién salina)
administrado unilateralmente, en tres sitios, en el
estriado derecho de acuerdo con técnicas estereotéxicas.
ATLX-1282 % el control de isotipo (ATL5338) se
administraron mediante IP a un volumen de dosis de 5 ml/kg,

una vez a la semana (QW) durante 4 semanas. El1 dia 26 del
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estudio, las ratas fueron sometidas a una evaluacién del
comportamiento mediante una prueba del cilindro (evaluacidn
del uso esponténeo de las patas delanteras). La cantidad
de veces que cada pata toca la pared del cilindro durante
un episodio individual de rearing se determind a partir de
un analisis posterior de video realizado por un observador
ciego a los tratamientos administrados y los resultados se

[e)

grafican como % de toques contralaterales.

Ensayo de competencia de Netrina-1

Para determinar si la Netrina-1 podria desplazar a
los anticuerpos derivados de fagos, el antigeno humano
recombinante UNC5C (R&D Systems; num. 1005 -UN) se absorbid
directamente en placas ELISA y se incubdé durante la noche a
4 °C. Las placas se lavaron con PBS. Las placas se bloquearon
con 1 % de BSA p/v en solucidén de blogqueo de PBS durante 1
hora a temperatura ambiente. A continuacidén, se anadieron a
las placas los anticuerpos derivados de fagos (ATL6530-
ATL6539) o el anticuerpo de control negativo ATL 0005338 en
una curva de diluciébn que variaba de 1 uwM a 0,1 pM
(concentracidén final; una vez que se afiadidé la Netrina-1).
Las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Después, se anfadié Netrina-1 (R&D Systems; num.
6419-N1) a los pocillos a una concentracidén final de 75 nM,

y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. El ensayo

se realizd en pocillos replicados para poder detectar tanto
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la unidén del anticuerpo UNC5C en presencia y ausencia de
Netrina-1, ademds de la unién de Netrina-1 al UNC5C en
presencia de anticuerpo. Después, se lavd la placa con
PBS/0,1 $ de Tween. Se afiadié anti-IgG humana con HRP a las
placas (Jackson ImmunoResearch;ntm. 109-035-097) y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente para detectar la unidn
del anticuerpo al UNC5C. Se afiadié anti-His con HRP
(Invitrogen num. MA1-21315-HRP) a los pocillos para detectar
la unidén de Netrina-1 al UNC5C. Las placas se lavaron con
PBS/0,1 % de Tween y solucidén de TMB (LifeTechnology; num.
002023) afiadida. Las placas se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente antes de la adicién de la solucidn de
parada (0,5 M de &cido sulftirico). La absorbancia se leyd en
un lector de placas Molecular Devices FilterMaxF5 a 450 nm.
El andlisis se realizd usando un algoritmo de ajuste de curva

de ajuste no lineal sobre prisma GraphPad y se calculd ECS50.

Inmunohistoquimica

Los cerebros de ratones sin tratamiento previo
C57BL/6 se criopreservaron mediante congelacidén rapida en
OCT, se seccionaron usando un criostato en portaobjetos de
vidrio y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Los
portaobjetos se descongelaron y se secaron al aire antes de
la fijacién en formalina regulada neutra (10 %) durante 10

minutos y se lavaron en PBS-Triton X (0,5 %) durante 30

minutos. Se dibujaron barreras hidrofdébicas alrededor de cada

153



10

15

20

25

seccidén de tejido y se blogquearon con una solucidn de bloqueo
apropiada (1 % de BSA, 10 % de FBS, 5 mM de EDTA, 0,3 M de
glicina en 0,5 % de PBS-Tx) con adicidén de cualquiera de
Clusterin (num. de cat. de R&D Systems 2937-HS-050), Netrina-
4 (num. de cat. de R&D Systems 1254-N4-025/CF) o Netrina-1
(nim. de cat. de R&D Systems 6419-N1-025/CF) [10 nM] durante
1 hora. Se elimind la solucidn de bloqueo y se afiadieron los
anticuerpos primarios en el mismo regulador de bloqueo (ATLX-
1282/ATL 5262 [10 ug/ml]) durante la noche a 4 grados. Los
portaobjetos se lavaron 3 veces con PBS-TX (0,5 %) 5 minutos
cada uno, seguido de la adicidén de anticuerpo secundario
anti-IgG humana DyLight® 594 (num. de cat. de Abcam ab97005)
[2,5 pg/ml] y DAPI [0,1 pg/ml] (nim. de cat. de Thermo
Scientific 62248) en el regulador respectivo durante 90
minutos a temperatura ambiente, se lavaron y se montaron con
cubreobjetos usando medio de montaje antidecoloracién
VectaShield (num. de cat. de Vector Labs H-1200-10). Las
imadgenes de los portaobjetos se adquirieron usando Molecular
Devices PICO y el andlisis se realizdé usando FIJI para
establecer el umbral y medir las imé&genes, se realizaron

pruebas t de GraphPad para los valores de significacién.

Citometria de flujo

Las secuencias de nucledétidos que codifican UNCS5C
canénico (sec. con num. de ident.: 99) y la variante UNC5C

T835M mutada (sec. con num. de ident.: 110) se clonaron en
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el vector de transferencia lentiviral pCDH-EFla-MCS- (PGK-
GFP-T2A-Puro) (System Biosciences; num. CD813A -1) vy se
confirmaron con secuenciacidén de Sanger. Las particulas
lentivirales se produjeron en la linea celular 293T (ATCC;
num. CRL -3216) usando el reactivo de transfeccidédn TransIT-
VirusGEN (Mirus; num. MIR 6700) y kit de empaquetado de
lentivector pPACKH1l VIH (System Biosciences; # LV500A-1).
Se generaron lineas celulares estables por transduccidn de
la 1linea celular HEK-293 (ECACC; num. CRL-1573) con
particulas lentivirales y posterior seleccidén de células
transducidas exitosamente con puromicina (Gibco™; nuUm.
A1113803) a 1 pg/ml. Se monitored la expresidén de GFP en
las lineas celulares sobreexpresantes y se cultivaron en
presencia de antibidético de selecciédn.

Para la deteccidén de antigenos de superficie, se
recolectaron células HEK-293, asi como lineas celulares que
expresan UNC5C, UNC5C T835M mutado y control de vector vacio
(EV, por sus siglas en 1inglés) usando regulador de
disociacién no enzimatica (CORNING; num. de cat. 25-056-Cl).
A continuacidén, las células se etiquetaron con colorante de
viabilidad eF780 (Invitrogen; num. 65-0865), se lavaron con
regulador FACS (DPBS, Gibco; num. 14190-169, 2 % de FBS, LSG;
nim. S-001A-USDA) vy se incubaron con los anticuerpos a
100 pg/ml (0,69 nM), por triplicado, durante 1 h a 4 °C.
Después, las células se lavaron dos veces con el regulador

FACS y se incubaron con el anticuerpo APC anti-IgG de
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119-772) durante 30 minutos a 4 °C. Entonces, las células se

lavaron dos veces, se resuspendieron en regulador FACS y se
analizaron usando un citdémetro de flujo NovoCyte Penteon
(Agilent) . La compensacidén se realizd automdticamente usando
el software NovoExpress

(Agilent) y muestras etiquetadas con

fluorocromos individuales. Los parédmetros de deteccidn para
cada fluorocromo se exponen en la Tabla 3 a continuacidn. E1

andlisis de datos se realizd usando el software FlowJo (BD).

Fluorocromo Canal de deteccién Excitacién Deteccidén
GFP B525 488 525/45
APC R667 637 667/30
eF780 R780 637 780/60
Tabla 3. Pardmetros de deteccidn de citometria de flujo

Se mididé el porcentaje de células positivas para

APC (células 1IgG'), asi como la intensidad media de

fluorescencia (MF'I) de IgG-APC en la poblacién

seleccionada mediante compuerta para células singulares vy

viables. La linea celular HEK-293 se usd6 como control
negativo para la compuerta de APC (IgG') y la sefial de
fondo se restd de los resultados.
Andlisis Retrogenix

Esto fue realizado por Charles River (Reino
Unido) wusando su tecnologia patentada Retrogenix Cell
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Microarray (ver www.criver.com/products-
services/discovery-services/screening-and-profiling-

assays/retrogenix-cell-microarray-technology) .

Cristalografia de rayos X

E1l UNC5C humano recombinante se produjo en
ExpiHEK293 mediante transfeccién transitoria de un
constructo correspondiente a los dominios Ig 1 y 2 y se
purificé mediante una etiqueta de hexahistidina C-terminal
(sec. con num. de ident.: 111). El fragmento Fab de ATL 5262
se produjo mediante transfeccidén transitoria de ExpiCHO y
se purificdé mediante el dominio Cyl. Ambos componentes se
purificaron mediante SEC, se mezclaron para formar el
complejo y se cribaron para su cristalizacidén usando cribas
de cristalizacidén comerciales. Los datos de difraccidén de
rayos X se recolectaron de cristales cultivados en 22 % de
PEG Smear Broad, 0,1 M de Bicine pH 9,3 (entre muchas otras
formulaciones que tenian una composicién y un pH
similares). Los datos se autoprocesaron con Xia2/Dials vy
se usaron para el reemplazo molecular con el programa Phaser
usando un mondmero “receptor de netrina UNC5C” truncado
(modelo AlphaFold de UniProt ID D6RE16) y un heterodimero
Fab (PDB ID 6CNR) como modelos de bUsqueda. Los datos
originales del autoprocesamiento se reindexaron a P6522
(grupo espacial del cristal de proteina) y el modelo pasd

por varias rondas de reconstruccién de modelo interactivo
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con el programa Coot y refinamiento con Refmac, y finalmente
construccidén de solvente manual y automética con ARP/wARP,
para producir el modelo final. Las estadisticas de
recopilacidén y refinamiento de datos se presentan en la
Tabla 4. E1 modelo contiene una molécula de cada una de las
cadenas pesada y ligera de Fab y una molécula de UNCS5C en
la unidad asimétrica. La unidad asimétrica es el &rea dentro
de la red cristalina que contiene las moléculas que se
repiten a lo largo del cristal. El hallazgo de sbélo una

copia de cada Fab y antigeno, en combinacidén con el andlisis

de cbémo las unidades repetidas interactian entre si,
muestra que no hay otras interacciones bioldgicamente
relevantes, p. ej., la dimerizacién de la diana.

ATL_5262 Fab — UNC5C Igl-2

Longitud de onda (A) 0, 9537

Rango de resoluciédn (&) 63,51 - 2,27 (2,351 - 2,27)

Grupo espacial P 652 2

Celda unitaria 83,9251 A, 83,9251 A, 381,065 A, 90°,
90°, 120°

Reflexiones totales 1491857 (142455)

Reflexiones unicas 38062 (3670)

Multiplicidad 39,2 (38,8)

Integridad (%)

99,94 (99,67)

refinamiento

Media I/sigma(I) 16,60 (0,37)
Factor B de Wilson 71,71

Fusién R 0,1394 (5,711)
Media R 0,1413 (5,786)
R-pim 0,02248 (0,9228)
CCl/2 1 -0,373

cc*x 1 -0,737
Reflexiones usadas en el 38042 (3658)
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Reflejos usados para Rlibre

1924 (201)

Rtrabajo

0,2694 (0,4369)

R-libre

0,3332 (0,4530)

CC (trabajo)

0,928 (0,288)

CC (libre) 0,909 (0,273)
Numero de &tomos diferentes a 4821
hidrégeno

Macromoléculas 4812
Ligandos 0
Solvente 9
Residuos proteicos 622
RMS (enlaces) 0,008
RMS (&ngulos) 1,68
Ramachandran favorecido (%) 87,3
Ramachandran permitido (%) 8,96
Ramachandran atipico (%) 3,75
Rotameros atipicos (%) 10,36
Clashscore 15,26
Factor B promedio 82,2
Macromoléculas 82,26
Solvente 52,57

Tabla 4. Estadisticas de recoleccidédn y refinamiento de

datos. Las estadisticas de la capa de mayor resolucidn

se

muestran entre paréntesis.

Presentacién de fagos

Se generd una genoteca de fagos
moléculas scFv en el fago M13,
regiones variables de cadena pesada
SU 0000656 y SU 0000697

fagémidos con secuencias de regidédn variable de cadena ligera

(VL) de donantes

en una

Sanos.

(VH) de 1los

Se generd una

presentacidén de fagos de 1.3e8 clones.

Se utilizaron los siguientes reactivos:
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- Hiperfago (1.5el2 cfu/ml) de Progen, numero
de catalogo de Alemania RHYPE, KO7deltapIII
(usado en la presentacidén de fagos y ELISA
de fagos);

- Fagos ayudantes (lell cfu/ml) de Invitrogen,
numero de catdlogo de los EE. UU. 18311-019
(usado en la presentacidén de fagos y ELISA
de fagos);

- Antigeno UNC5C HUMAN (sec. con num. de
ident.: 194) producido internamente (numero
interno UNC5C HUMAN 008 (Alchemab) res41-380
Lote num. 004) (usado en la presentacidén de
fagos y ELISA de fagos)

- UNC5C _human de R&D Systems, numero de
catdlogo de los EE. UU. 1005-UN-050 (usado

en la presentacidén de fagos)

ELISA de fagos en scFv derivado de la presentacién de fagos

Los fagos se prepararon mediante cultivo de cada
clon TGl portador de fagémidos a partir de una reserva de
glicerol en 100 pl de 2TYAG (medio 2TY suplementado con
100 pg/ml de ampicilina y 2 % de glucosa) a 37 °C con
alireacién a densidad oéptica 0OD600=0,6 seguido de rescate
con auxiliar o hiperfago afiadido a MOI 10 (Invitrogen,

cat.: 18311-019 vy Progen, cat.: PRHYPE, KO07deltapIII,

respectivamente) durante 1 hora y cambio de medio a 2TYAK
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(medio 2TY suplementado con 100 npg/ml de ampicilina vy
50 mg/ml de kanamicina) . Después, los cultivos se
incubaron durante la noche a 25 °C con buena aireacidn y
al dia siguiente los fagos se separaron de las bacterias
mediante centrifugacidn durante 10 minutos a 3200 rpm. E1
sobrenadante que contenia fagos se transfiridé a una nueva
placa y se bloquebd con leche al 3 % p/v en PBS.

El antigeno humano recombinante UNC5C (interno,
UNC5C HUMAN 008 (Alchemab) res41-380 num. de lote: 004) o el
control negativo de lisozima (MP Biomedicals num. 195303) se
absorbieron directamente en la placa ELISA a 3 pg/ml (50 ul
por pocillo) y se incubaron durante la noche a 4 °C. Cada
placa recubierta con antigenos se lavdé con PBS y se bloqued
con 200 pl/pocillo de solucidén de blogqueo (3 % de leche p/v
en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacién, se elimindé 1la solucién de Dblogqueo vy se
aplicaron a las placas las muestras de fagos bloqueados que
se iban a evaluar. Las placas se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. Cada placa se lavd con PBS/0,1 % de
Tween y se incubd con anti-M13 con HRP (Sino Biological, num.
11973-MMO5T-H) durante 1 hora a temperatura ambiente para
detectar la unidén del fago. Las placas se lavaron con
PBS/0,1 % de Tween y solucidén TMB (Life Technology; num.
002023) afiadida. Las placas se incubaron durante 5 minutos a

temperatura ambiente antes de la adicidén de la solucidn de
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parada (0,5 M de acido sulfirico). La absorbancia se leyd en

un lector de placas Molecular Devices FilterMaxF5 a 450 nm.

Cribado de la unidén de IgG al UNCSC

Para determinar la unidén de los anticuerpos IgG al
UNC5C, se absorbieron directamente UNC5C Fc (R&D Systems num.
1005-UN) o produccién interna de células HEK293F con etiqueta
His N-terminal o lisozima de control negativo (MP Biomedicals
nim. 195303) en una placa ELISA a 1 pg/ml y se incubaron
durante la noche a 4 °C. La placa se lavd con PBS. Las placas
se blogquearon con 1 % de BSA p/v en solucidén de bloqueo de
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién,
se retird la solucidn de bloqueo y los anticuerpos a evaluar
se diluyeron en series de dilucidén (2 pM a 0,4 pM) en solucidn
de blogueo (1 % de BSA p/v en PBS) y se aplicaron a la placa.
Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1
hora. La placa se lavdé con PBS/0,1 % de Tween. Se afadid
anti-IgG humana con HRP (Jackson ImmunoResearch; ntum. 109 -
035-097) a la placa y se incubdé durante 1 hora a temperatura
ambiente para detectar la unién del anticuerpo. La placa se
lavé con PBS/0,1 % de Tween vy solucién de TMB (Life
Technology; num. 002023) afiadida. Las placas se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente antes de la adicidén
de la solucién de parada (0,5 M de é&cido sulfarico). La

absorbancia se leyd en un lector de placas Molecular Devices

FilterMaxF5 a 450 nm. E1 analisis se realizd wusando un
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algoritmo de ajuste de curva de ajuste no lineal sobre prisma
GraphPad y se calculd EC50.

Ejemplo 1 — Analisis de convergencia

Los grupos de secuencias convergentes derivados
del repertorio de anticuerpos de grupos resilientes de
individuos se pueden usar para identificar secuencias de
anticuerpos especificas de la enfermedad. Los presentes
inventores buscaron identificar anticuerpos protectores
candidatos de individuos resilientes a la demencia
frontotemporal (FTD) de una cohorte de pacientes con FTD
(iniciativa genética de FTD (GENFI, por sus siglas en
inglés), www.genfi.org/). La FTD comprende varios tipos de
demencia que afectan los 1ldébulos frontales y temporales
del cerebro, y los principales factores de riesgo genético
son las mutaciones GRN y CY9orf72.

La resiliencia a la FTD se definié como
individuos gque no desarrollaron la enfermedad a pesar de
estar dentro del 33 % superior de la edad acumulada de
aparicién de la demencia frontotemporal y la presencia de
mutaciones GRN o C9orf72. De la cohorte total de més de
1000 individuos, se seleccionaron los 22 individuos més
resilientes. La secuenciacién de los repertorios de
anticuerpos de estos pacientes resilientes reveld una
secuencia variable de cadena pesada (VH) convergente entre

tres individuos altamente resilientes (ver la Figura 1
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para ver el flujo de trabajo usado para identificar
secuencias VH convergentes del conjunto de datos FTD). La
probabilidad de que los tres individuos produzcan este
anticuerpo por casualidad es extremadamente Dbaja. Es
probable gque esta secuencia particular haya sido altamente
seleccionada y, por lo tanto, ventajosa para el individuo.

Posteriormente, la secuencia VH se emparejd con
una VL wusando un modelo basado en transformador que
comprende un modelo codificador-decodificador entrenado en
un corpus de secuencias VH-VL emparejadas. En
W02022/223451 se proporcionan més detalles sobre cdémo se
puede entrenar y usar un modelo de este tipo. El modelo
entrenado toma una secuencia VH como entrada y genera una
uinica secuencia VL complementaria como salida.

El anticuerpo resultante, ATL 5262 (ATL 0005262),
se incluydé en una matriz protedmica para la deconvolucidn
de la diana, identificando al receptor de netrina UNC5C
como su diana (datos no mostrados). La unidén de ATL 5262
al UNC5C se confirmé mediante ELISA (Figura 2).

Curiosamente, se identificaron posteriormente
anticuerpos UNC5C en repertorios derivados de sujetos
resilientes a la neurodegeneracidn (Figura 3). En
particular, la secuencia de cadena pesada de ATL 5262 se
usd como sonda para buscar secuencias similares en una
base de datos de repertorio no publicada derivada de la

neurodegeneracidén. Se encontraron secuencias con alta
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homologia en un sujeto con enfermedad de Alzheimer
resiliente (individuo que muestra una progresidn cognitiva
lenta); un sujeto con resiliencia para la enfermedad de
Parkinson (trastorno de conducta del suefio REM prodrdémico
(RBD) pero sin diagndéstico de Parkinson); tres sujetos con
resiliencia para FTD (portadores de mutaciones de alto
riesgo y edad avanzada pero sin progresidén a FTD); vy
centenarios resilientes sin sintomas de neurodegeneracidn
(Figura 3). También se encontraron secuencias en controles
cognitivamente sanos (predominantemente en individuos
mayores de 60 afios). Cabe destacar que existe una ausencia
de anticuerpos UNC5C en los llamados “progresores” de estas
cohortes, con excepcién de SU 0001278, quien tiene un
diagnéstico de enfermedad de Parkinson y deterioro
cognitivo leve. El sujeto con PD SU 0001278 estd “Sin
clasificar”, vya que inicialmente se lo incluydé en la
cohorte como un control sano, pero posteriormente se 1o
desclasificé debido a que se sospecha gque tiene un
trastorno de conducta del suefio REM. Al no tener
diagnéstico de PD, son “potencialmente resilientes”. Todas
las secuencias identificadas, denominadas en la presente
“homélogos de ATL 5262”7, tienen el mismo gen V y J que
ATL5262 VH y como maximo 2 errores de coincidencia AA a lo
largo de la regidén de unidén. La Figura 8 muestra una

alineacién de secuencia VH de secuencias homdélogas
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ATL 5262 representativas ATL 6187 y ATL 6191 (sec. con
nuam. de ident.: 112-113). Las secuencias VH
representativas de los hombélogos ATL 5262 se emparejaron
posteriormente con la VL de ATL 5262 (sec. con num. de
ident.: 9) y se produjeron como anticuerpos IgGl Fc NULL.
La VH de estos anticuerpos tenia al menos 80 % de secuencia
identificable con la secuencia de la VH de ATL 5262 (en
particular: 6187: 84,87 %, 6191:89,92 % - como referencia,
el anticuerpo 6178 derivado 5262 tiene una identidad de
secuencia VH de 94,96 % con 1la VH de ATL 5262, todo
determinado usando Clustal). Los anticuerpos 6187 y 6191
tenian ambos EC50 para unirse a EC50 por debajo de 1077
(determinado por ELISA). Estos anticuerpos tienen 0 o 1
mutacién en la CDR3 de VH en comparacidén con ATL 5262 (como
maximo 1 mutacidén en la posicidén 117 en la numeracidn IMGT,
Y117S) y hasta 3 mutaciones en cada una de las CDR2 y CDRI1
de VH en comparacidén con ATL 5262. Tanto ATL 6178 como
ATL 6191 tenian una regidén variable mutada y una regidn
constante IGHGl, 1o gque 1indica gque se produjo una
recombinacién de cambio de clase y una maduracién de la
afinidad a través de una hipermutacién somética y, por lo
tanto, es muy probable que haya existido una respuesta
inmunitaria inducida por el centro germinal al antigeno
(ver la Tabla 5). Es probable que estas secuencias de

cambio de clase altamente mutadas provengan de células B
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de memoria, que tipicamente son mas especificas del
antigeno que una célula B sin tratamiento previo.

El hecho de que se pudieran encontrar anticuerpos
UNC5C en individuos resilientes en estas cohortes resalta la
relevancia de UNC5C como diana terapéutica en diversas
condiciones neurodegenerativas.

Los homélogos identificados se probaron
posteriormente para determinar su unién al UNCS5C mediante

ELISA y los resultados se muestran en la Tabla 14.

3
3 o S
3 - g B
(1] [¢] [=]
E [+ [T
0] T O _
0 1 A N g
W 3] v 9
c 0 g d
0 0 A B9
[a] (o
H © Q o &
— ~ o -5
8 ) 3 0 g 50
“ e} ° 0] ~
8 Q 0 2 5 o
3] + kel - H ﬁ
s (] 0] o 4] [o]
+ M + » =] ]
E 2] 0] (] ) o]
7} 5] (%7} [ 5]
ATL6187 | su oo | control Hembra Altamente
(%) 00748 cognitivamente (62) mutada y clase 18
saludable IGHG]1 conmutada
ATL6191 | sy 00 | PD-sin Macho Mutada y clase 12
(*) 01278 clasificar (63) IGHGl conmutada

Tabla 5. Caracteristicas de los hombélogos ATL 5262.

Altamente mutada: >20 mutaciones (indicativas de una

respuesta a la exposicidén al antigeno). (*) indican

anticuerpos con un perfil de unidén a ELISA similar al

ATL5262.
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Ejemplo 2 - Competencia con Netrina 1

Para determinar si ATL 5262 compite por el mismo
sitio de unidén que el ligando UNCS5C, Netrina 1, se realizd
un ensayo de competencia.

Brevemente, las placas ELISA se recubrieron con 45
nM de UNC5C y se preincubaron con 3 pM de Netrina 1 durante
30 minutos antes de afiadir 27 nM de ATL 5262, o un anticuerpo
antifluoresceina de control negativo denominado “ATL 53387”.
La Figura 4A muestra que la Netrina 1 podria detectarse en
pocillos que contienen UNC5C solo, UNCS5C y ATL5262, y UNCS5C
y ATL 5338, lo que indica que la Netrina 1 inhibe la unidn
de ATL 5262 al UNC5C. La Figura 4B muestra que ATL 5262 solo
se pudo detectar en pocillos no preincubados con Netrina 1,
lo que confirma que ATL 5262 se une al UNC5C y esta unidn es
inhibida por Netrina 1. La Figura 4B muestra ademds que el
anticuerpo de control ATL 5338 no se une al UNCS5C.

Para determinar si la Netrina 1 inhibe la unidn
de ATL 5262 al ©UNC5C de manera dependiente de la
concentracidén, se realizd una serie de dilucidn de 12
puntos de Netrina 1, a partir de 3 uM, y se evalud la uniédn
de ATL 5262 al UNCS5C usando ELISA (Figura 5). La Figura 5
muestra que Netrina 1 inhibe la unidén de ATL 5262 al UNC5C
de manera dependiente de la concentracién.

Para probar si la Netrina 1 es capaz de competir

con ATL 5262 ya wunido al UNC5C, 1las placas ELISA se

168



10

15

20

25

recubrieron con 45 nM de UNC5C y se preincubaron con una
serie de dilucidn de 12 puntos de ATL 5262, comenzando a
666 nM durante 30 minutos antes de afiadir 75 nM de Netrina
1 (Figura 6). La Figura 6 muestra que la Netrina 1 puede
superar la unién de ATL 5262 como lo indica la “curva
ATL 0005262 +Netrina 1” que se desplaza hacia la derecha en
comparacién con “ATL 0005262 sola”, es decir, solo a altas
concentraciones de ATL 5262, ATL 5262 puede superar
parcialmente a la Netrina 1. Similarmente, sdélo a altas
concentraciones de ATL 5262 se detectd una pequefia
disminucién en la seflal de Netrina. Como era de esperar,
no se observd sefial de unidén para pocillos incubados con
UNC5C y anticuerpo de control ATL 5338.

En conjunto, estos datos muestran que la Netrina 1
inhibe la unién de ATL 5262 al UNC5C de manera dependiente
de la concentracién, lo que indica que ATL 5262 compite por
el mismo sitio de unidén en UNCS5C que la Netrina 1. Por 1lo
tanto, ATL 5262 podria actuar como un imitador de Netrina 1.
Para el mejor conocimiento de los inventores, los anticuerpos
descritos en la presente son los primeros anticuerpos que se
unen al UNC5C y compiten con la unién de la netrina 1.

Ejemplo 3 — Reactividad cruzada murina

La capacidad de ATL 5262 para unirse tanto al
UNC5C recombinante murino como humano se probd usando ELISA

(Figura 7).
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El1 UNC5C humano y murino tienen 97 % de
homologia, y ATL 5262 puede unirse tanto a rhUNC5C (Figura
7A) como a rmUNC5C (Figura 7B). El anticuerpo de control
ATL 5338 muestra wuna unidn insignificante a rhUNC5C
(Figura 7A) y rmUNC5C (Figura 7B). ATL 5262 no se une a la
proteina lisozima irrelevante (Figura 7C), lo que indica
que el anticuerpo no exhibe unidén inespecifica.

En conclusién, ATL 5262 se une al UNC5C
recombinante humano y de ratdn.

Ejemplo 4 - Unidn a otros receptores de netrina vy

proteinas relacionadas

Posteriormente, los inventores trataron de
investigar la selectividad de ATL 5262 para UNC5C. Para
identificar otras posibles dianas de unidén de anticuerpos,
se realizdé una bUsqueda BLAST de secuencias de proteinas
humanas con >50- % de identidad de secuencia usando la
secuencia de referencia UNC5C (cédédigo de acceso 095185) en
la base de datos UniProtKB (www.uniprot.org/). Esto
devolvié las proteinas relacionadas UNCS5A, UNC5B, UNCS5D.
Ademds, para tener en cuenta la posibilidad de mimetismo
estructural o funcional de la netrina, se consideraron los
receptores de netrina humanos neogenina, DCC y DSCAM como
posibles compafieros de unidn.

La unidén de ATL 5262 y ATL 6178 (una variante de

ATL 5262, ver el Ejemplo 6) a otros miembros de la familia
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de receptores de netrina y proteinas relacionadas se probd
usando analisis de interferometria de biocapa (Figura 28).
La Figura 28 muestra que ATL 5262 y ATL6178 se unen al UNCS5C
pero no a ningun otro receptor de Netrina o proteinas
relacionadas en este ensayo (ectodominios UNCS5A, B, D, DCC
y neogenina-1). No se observd evidencia de unidén a ningun
antigeno que no fuera UNC5C por parte de ninguno de 1los
anticuerpos a una concentracién de hasta 100 nM, lo que
indica selectividad de estos ATL 5262 y ATL 6178 para UNC5C.

Para confirmar aun méds la selectividad de
ATL 6178 se analizdé en un ensayo de unidén contra células
HEK293 fijas que expresan 6105 proteinas individuales de
membrana plasmdtica humana de longitud completa vy
proteinas humanas secretadas ancladas a la superficie
celular, asi como otros 400 heterodimeros humanos,
seguidos de una serie de cribados confirmatorios, usando
la plataforma Retrogenix con los operadores cegados a la
diana del anticuerpo. Otros receptores de Netrina-1 que
incluyen UNC5A, UNC5B y UNC5D, NEOl, DCC y DSCAM estaban
en el panel de cribado y no mostraron unién a ATL 6178. El
UNC5C fue la uUnica diana confirmada para ATL 6178.

Estos datos demuestran la especificidad de
ATL 5262 y ATL 6178 para UNC5C, mostrando que no se unen

a otros receptores de netrina o proteinas relacionadas.
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Ejemplo 5 - Estudio de estabilidad

Para asegurar que ATL 5262 sea estable y, por 1lo
tanto, adecuado para una mayor optimizacidn, se llevd a cabo
un estudio de estabilidad como se muestra en la Figura 9.

ATL 5262 se probd en un ensayo de desplazamiento
térmico tanto a 1 como a 5 mg/ml. Los resultados de esto
se muestran en la Tabla 6, y en la Figura 10. Esto demuestra
que Tml y Tm2 estaban dentro de un rango normal para los
anticuerpos monoclonales (mAb) y Tagg ocurrid antes de
Tonset, lo gue indica que la agregacidén es inducida por el
desplegamiento con mayor fuerza que por la interaccidn
proteina-proteina o proteina-regulador. T, estd después
de Ta.gq, lo que indica que la proteina comienza a agregarse

[

en una relacidén <50 % de proteina desplegada a plegada.

Anticuerpo Concentracién Tinicio (°C) T=l (°C) Tn2 (°C) Tagg (°C)
(mg/ml)

ATL 5262 1 56,48 65,583 84,83 62,737

5 57,7 66,143 88,623 64,343

Tabla 6. Tinicio, Tml, Tm2 y Tagg para ATL 5262 en un

ensayo de desplazamiento térmico.

Se usd el enfoque isoeléctrico capilar (cIEF) para
analizar la heterogeneidad de carga de ATL 5262 después de 2
semanas (Figura 11A) o 4 semanas (Figure 11B) en
almacenamiento a -80 °C, 4 °C y 40 °C. Mientras que se

observé un aumento en las variantes de carga acida a 40 °C
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(49,27 % a las 2 semanas y 53,39 % a las 4 semanas) (Figura
11C, Tabla 4), se observaron cambios minimos en las especies

de carga presentes en todas las deméds condiciones (Tabla 7).

Anticuerpo Punto Condicién Area pico | Area pico |Area pico de
temporal de especies | principal especies
acidas (%) (%) basicas (%)
ATL 0005262 2 semanas - 80 °C N.A 92,86 7,14
4 °C N.A 92,74 7,26
40 °C 49,27 45,59 5,14
4 semanas - 80 °C N.A 92,53 7,47
4 °C N.A 92,26 7,38
40 °C 53,39 42,22 4,4

Tabla 7. Porcentaje calculado de area de especies acidas;

drea pico principal; y area de especies basicas.

La agregacidn de proteinas durante el
almacenamiento de anticuerpos debe mantenerse al minimo, ya
que puede provocar reacciones inmunogénicas. Se usd
cromatografia con exclusién por tamafio (SEC-HPLC) para
evaluar la pureza y la agregacién de los anticuerpos en el
estudio de estabilidad de 2/4 semanas.

La Figura 12 muestra que no se formaron agregados
solubles después de la incubacién a -80 °C, 4 °C, 40 °C
durante 2 semanas (Figura 12A) o 4 semanas (Figura 12B).

La Tabla 8 respalda aun méds la excelente
estabilidad de ATL 5262 y muestra niveles bajos de especies
de alto peso molecular (HMWS, por sus siglas en inglés) vy
niveles bajos de especies de bajo peso molecular (LMWS, por

sus siglas en inglés), lo que indica que existe una baja
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propensidédn a la agregacidén y degradacidén del anticuerpo

hasta 40 °C, lo que se ve respaldado ademds por el alto

o\

) .

porcentaje de mondmeros en todas las muestras (>95

Anticuerpo Punto Condicién % de HMWS % de % de LMWS
temporal monémero
ATL 5262 Inicial N/D 1,21 98,79 n.a
2 semanas - 80 °C 1,21 98,79 n.a
4 °C 0,92 99,08 n.a
40 °cC 0,88 99,12 1,19
4 semanas - 80 °C 0,44 99,56 n.a
4 °C 0,46 99,54 n.a
40 °C 0,49 96,76 2,75

Tabla 8. Resultados de SEC-HPLC. HMWS = especie de alto

peso molecular; LWMS = especie de bajo peso molecular.

Se usdé SDS-PAGE para analizar la pureza de
ATL 5262 después del almacenamiento a -80 °C, 4 °C, 40 °C
durante dos semanas (Figura 13A) o 4 semanas (Figura 13B),
o después de 3 ciclos FT (Figura 13B). Los anticuerpos IgG
reducidos tipicamente dan lugar a cadenas pesadas
glicosiladas de aproximadamente 50 kDa y cadenas ligeras
de aproximadamente 25 kDa en SDS-PAGE (como indica “R” en
la Figura 13) y bandas de 150 kDa para anticuerpos no
reducidos (como indica “NR” en la Figura 13A y B). Se
detectan cambios minimos en las separaciones del peso
molecular de las muestras, tanto para las muestras
reducidas como para las no reducidas, siguiendo el

transcurso del tiempo de estabilidad de congelacidén vy
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descongelacidén y temperatura. E1 mAb NIST se usd como
control de peso molecular de un mAb IgGl humano.

Ademéds de ejecutar SDS-PAGE, se usd CE-SDS para
analizar el peso molecular y la pureza de las especies
siguiendo las muestras de estabilidad del curso de
temperatura y tiempo. Las muestras no reducidas muestran una
disminucién de 3-5 % en especies principales a 40 °C tanto
a las 2 semanas (Figura 14A) como a las 4 semanas (Figura
14B), pero no a otras temperaturas de almacenamiento (Tabla
9), en condiciones reductoras se detectaron cambios minimos
mediante el estudio de estabilidad del curso de tiempo de
temperatura a las 2 semanas (Figura 14C) y a las 4 semanas

(Figura 14D) (Tabla 10).

Anticuerpo Punto temporal Condicién % de area pico
principal
ATL 5262 2 semanas - 80 °C 97,55
4 °C 97,58
40 °C 94,66
4 semanas - 80 °C 97,68
4 °C 97,68
40 °C 92,89

Tabla 9. Resultados de CE-SDS para ATL 5262 no reducido

Anticuerpo Punto temporal | Condicién LC HC NGHC
ATL 005262 2 semanas - 80 °C 24,39 74,7 0,74
4 °c 24,43 74,28 0,93

40 °C 24,45 71,48 0,92

4 semanas - 80 °C 24,54 73,79 0,78

4 °C 24,26 74,01 1,04

40 °C 25,34 71,07 0,99
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Tabla 10. Resultados de CE-SDS para ATL 5262 reducido

Finalmente, se probd la unidén de ATL 5262 a
rhUNC5C después de dos semanas (Figura 15A) o 4 semanas
(Figura 15B) a -80 °C, 4 °C, o 40 °C, o después de 3 ciclos
de FT (Figura 15B) usando ELISA. ATL 5262 mostrd una unidn
consistente al UNC5C bajo todas las condiciones y esto se
reflejdé en valores de EC50 consistentes (Tabla 11), lo que
indica que la potencia de unidén de ATL 5262 no se ve
afectada por los cambios de temperatura o las condiciones

de congelacidén y descongelacidn.

Anticuerpo Punto temporal Condicién EC50 (M)
ATL 5262 2 semanas - 80 °C 5,06E-08
4 °C 4,29E-08

40 °C 4,54E-08

4 semanas - 80 °C 1,55E-08

4 °C 2,1E-08

40 °C 2,81E-08

N.A 3xXFT 3,35E-08

Tabla 11. Valores EC50 para ATL 5262 dos semanas o 4

semanas después del almacenamiento a las temperaturas

indicadas o después de 3 ciclos de FT.

En conclusién, ATL 5262 es estable a -80 °C y 4 °C
hasta 4 semanas de prueba, y durante 3 ciclos de congelacidn
y descongelacién a -80 °C, y si bien se observaron algunos

cambios biofisicos a 40 °C, la prueba ELISA muestra que la

176



10

15

20

25

unién al UNC5C no se ve afectada por estos cambios. ATL 5262
es, por lo tanto, estable y adecuado para un mayor desarrollo.

Ejemplo 6 — Variantes de anticuerpos

Para identificar anticuerpos de ©plomo con
caracteristicas Optimas de desarrollo, se generaron
variantes de la secuencia VH (sec. con num. de ident.: 1)
y VL (sec. con num. de ident.: 9) de ATL 5262 y se probd
su potencia de unién al UNC5C usando ELISA directo para la
unién al UNC5C humano y UNC5C de ratédn.

Para generar variantes de VH, se compard la
secuencia ATL 5262 con la secuencia de la linea germinal
de VH y se encontrdé que tenia cinco sustituciones de
aminodcidos en comparacién con la secuencia de la linea
germinal. La reversién de las secuencias a 1la linea
germinal generalmente reduce la inmunogenicidad y mejora
la expresidén y la estabilidad de los anticuerpos. Por 1lo
tanto, una variante de VH probada fue la secuencia marco
VH invertida de linea germinal, ATL 6033 (sec. con num. de
ident.: 2). Para identificar si alguna reversidn
especifica a la linea germinal era perjudicial para la
expresidédn de anticuerpos o la actividad de unidn, se
generaron secuencias del marco VH parcialmente invertidas
a la linea germinal con 4 de 5 mutaciones de la linea
germinal, es decir, todas las reversiones de la linea

germinal menos una posicién que permanecid idéntica a la
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VH de ATL 5262 (ATL 6034 (sec. con num. de ident.: 3);
ATL 6035 (sec. con num. de ident.: 4); ATL 6036 (sec. con
num. de ident.: 5); ATL 6037 (sec. con num. de ident.: 6);
ATL 6038 (sec. con num. de ident.: 7). Ademas, se generd
también una secuencia VH de ATL 5262 con la mutacién T82K

para eliminar una vulnerabilidad estructural (usando la

numeracién IMGT) (ATL 6039) (sec. con num. de ident.: 8),
(ver la Tabla 12). Todos los anticuerpos se expresaron
usando la cadena VL ATL 5262 (sec. con num. de ident.: 9).

Todos los anticuerpos probados fueron variantes
de IgGl L234A/L235A (LALA), es decir, variantes de IgGl
que comprenden sustituciones L234A/L235A que reducen la
unién a los receptores Fc de IgG FcyRi, FcyRII y FcyRIII,
asi como para complementar el componente Clg, reduciendo

la toxicidad mediada por Fc (Lund J, et al. 1991).

Anticuerpos (numeracién de sec. AA) EC50 (M) Numeracién IGMT

ATL 0006033 (linea germinal completa) 4,77E-08

ATL 0006034 (linea germinal - T35) 9,81lE-08 linea germinal - T40
ATL 0006035 (linea germinal - R44) 9,74E-08 linea germinal — R49
ATL 0006036 (linea germinal - Q59) 5,38E-09 linea germinal - Q67
ATL 0006037 (linea germinal - I71) 5,51E-08 linea germinal - I80
ATL 0006038 (linea germinal - H77) 4,82E-08 linea germinal — H86
ATL 0006039 (T73K) 1,09E-09 T82K

ATL 0005262 3,48E-09

Tabla 12. Valores de EC50 para anticuerpos variantes VH

probados en ELISA.
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Invertir toda la secuencia VH de ATL 5262 a la
linea germinal aumenta la EC50 y, por lo tanto, reduce la
potencia, mas de 10 veces en comparacién con ATL 5262 (Tabla
12 y Figura 16). Todas las variantes con reversidén de la
linea germinal Q67Y (IMGT) (ATL 6033; 6034; 6035; 6037; vy
6038) muestran una actividad de unidén reducida en ELISA
(Figura 16), reflejada en un valor de EC50 aumentado. Por
lo tanto, es deseable mantener la glutamina (Q) en la
posicién 67 de IMGT para mantener el grado de unidén al UNC5C
observado para ATL 5262. Los inventores observaron ademas
que la mutacién de la posicidédn 82 de IMGT de la VH a una
lisina (K) para reducir el riesgo de isomerizacidén de
aspartato (T), potencia la unidén del anticuerpo resultante
(ATL 6039) al UNC5SC aproximadamente 3 veces en comparaciodn
con ATL 5262 (Figura 16). Por lo tanto, estos datos indican
que los residuos 67 y 82 de IMGT son importantes para la
unién al UNC5C. Estas mutaciones se combinaron
posteriormente en las VH de ATL 6177 (sec. con num. de
ident.: 91) y ATL 6178 (sec. con num. de ident.: 93), vy
ambas mutaron la posicidén 82 de IMGT (T82K) y conservaron
Q67. Ademas, ATL 6178 (sec. con num. de ident.: 93) también
elimina una posible caracteristica en la secuencia adicional
al mutar la asparagina (N) en la posicién 58 IMGT, gue es
parte de un sitio de desamidacidén de asparagina previsto en
CDR2 (motivo NS), a tirosina (Y) (N58Y). Al combinar

mutaciones beneficiosas, se espera que ATL 6177 y ATL 6178
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tengan estabilidad vy potencia de unidén mejoradas en
comparacidn con otras variantes de ATL 5262.

Las variantes de VH probadas muestran perfiles
de unidén similares para humanos (Figura 17A) y murinos
UNC5C (Figura 17B), mientras que muestran una unién minima
a la lisozima a la concentracidén mas alta de anticuerpo
usado (Figura 17C).

El UNC5C existe en forma monomérica en ausencia
de su ligando netrina 1, y en forma dimérica cuando se une
a la netrina-1. Para probar si ATL 5262 se une tanto al
UNC5C monomérico como al dimérico, se realizdé una ELISA
usando rhUNC5C dimérico etiquetado con Fc y rhUNC5C
monomérico etiquetado con His. Se observaron perfiles de
unién similares para la unidén al rhUNC5 dimérico etiquetado
con Fc (Figura 18A) y rhUNC5C monomérico etiquetado con his
(Figura 18B), y esto se reflejdé en valores EC50 similares
(Tabla 13) indicando que ATL 5262 es capaz de unirse tanto

al UNC5C monomérico como dimérico.

EC50 (M) Numeracién IGMT rhUNC5C_Fc| rhUNC5C His
(n=2) (n=1)
ATL 0006033 (linea germinal 1,90E-07 2,65E-07
completa)
ATL 0006034 (linea germinal - T35)|linea germinal — T40| 2,10E-07 5,08E-07
ATL 0006035 (linea germinal - R44)|linea germinal — R49| 1,28E-07 2,12E-07
ATL 0006036 (linea germinal - Q59)|linea germinal — Q67| 1,16E-08 3,70E-08
ATL 0006037 (linea germinal - I71)|linea germinal — I80| 8,71E-08 1,48E-07
ATL 0006038 (linea germinal - H77)|linea germinal — H86| 1,04E-07 3,02E-07
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ATL 0006039 (T73K) T82K 1, 90E-09 9,78E-09

ATL 0005262 parental 5,84E-09 1,40E-08

ATL 0006002-001 (variante VL) 8,178E-09 2,126E-08

Tabla 13. Valores de EC50 para anticuerpos variantes VH

probados en ELISA usando UNC5C etiquetado con FC o

etiquetado con His.

También se generaron Yy probaron variantes de
anticuerpos de ATL 5262 con diferentes cadenas ligeras.

Se obtuvieron otras VL candidatas mediante un
proceso de dos etapas. En primer lugar, se sintetizaron
computacionalmente 600 VL diferentes para la VH de ATL 5262
usando una versidén modificada del modelo descrito en
W02022/223451, donde los modelos de codificador vy
decodificador se reemplazaron con un modelo AntiBERTa
preentrenado como se describe en Leem et al., 2022. Como
segunda etapa, se priorizaron los 600 pares VH-VL
diferentes usando un modelo AntiBERTa separado, descrito
en GB 2215218.5 presentado el 14 de octubre de 2022. En
resumen, el modelo de GB2215218.5 toma un par VH-VL como
entrada (natural o sintético) y calcula la probabilidad de
que las dos cadenas formen un emparejamiento.

Se seleccionaron 10 VL para sintesis basadas en
la probabilidad prevista del modelo (seleccionando VL
candidatas con alta probabilidad de emparejamiento prevista

con la VH de ATL 5262), bajo contenido de caracteristica
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de secuencia y diversidad de secuencia. Las variantes de
VL probadas incluyeron la VL de ATL 5996 (sec. con num. de
ident.: 10); ATL 5997 (sec. con num. de ident.: 11);
ATL 5998 (sec. con num. de ident.: 12); ATL 5999 (sec. con
num. de ident.: 13); ATL 6000 (sec. con num. de ident.:
14); ATL 6001 (sec. con num. de ident.: 15); ATL 6002 (sec.
con num. de ident.: 16); ATL 6003 (sec. con num. de ident.:
17); ATL 6004 (sec. con num. de ident.: 18); ATL 6005 (sec.
con num. de ident.: 19). Todos los anticuerpos de variantes
VL anteriores incluyen la VH de ATL 5262.

Las diferentes variantes de cadena ligera se
cribaron para su unidén a rhUNC5C y rmUNC5C mediante ELISA
y se compararon con ATL 5262. Los resultados muestran que
ATL 6002 (misma VH gque ATL 0005262 pero diferente VL) se
une a rhUNC5C de una manera muy similar a ATL 0005252
(Figura 19A). También se observaron resultados similares
para la unidén a rmUNCS5C (Figura 19B). La variante ATL 6003
demostrdé una unidén reducida (aproximadamente 10 veces)
tanto a rhUNC5C como a rmUNC5C.

Estos datos demuestran gque son posibles otros
emparejamientos de VL, por ejemplo usando la VL de
ATL 6002, gue mantienen la funcionalidad de la VH descrita
en la presente. Los datos demuestran ademés que el
emparejamiento VH-VL inicial obtenido (que dio como

resultado ATL 5262) ya era muy bueno.
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Para medir la potencia de unidén de 1los
anticuerpos a la ©proteina UNC5C, se evaluaron 1los
anticuerpos en un formato ELISA directo para la unién al
UNC5C humana. Ademds, también se analizd una seleccidn de
estos anticuerpos para determinar su unidén al UNCS5C de
ratdén, cyno y rata en un formato ELISA directo. La lisozima
se ejecutd como antigeno de control y no mostrd unidn
discernible a ninguno de los anticuerpos evaluados a una
concentracién inferior a 1 uM. El anticuerpo
antifluoresceina ATL-5338 se usd® como control de isotipo
negativo y no mostrd unidén a ninguno de los antigenos UNCS5C
evaluados en concentraciones de anticuerpos <1 puM. Ademés,
algunos de los anticuerpos se evaluaron en un ensayo
adicional para evaluar su capacidad de competir con Netrina
1 por la unidén al UNCS5C. Los resultados de estas pruebas

se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. La potencia de unidén de los anticuerpos

enumerados al UNC5C humano, de ratdén y de cyno y

capacidad para competir con netrina-1.

ATL 0005262, ATL 0005998, ATL 0006001,
ATL 0006002, ATL 0006003, ATL 0006033, ATL 0006034,
ATL 0006035, ATL 0006036, ATL 0006037, ATL 0006038,
ATL 0006039, ATL 0006177, ATL 0006178, ATL 0006187,
ATL 0006191 todos demostraron unidén al UNC5C humano con
diversas potencias (ver la Tabla 14). Para ATL 0006001 vy
ATL 6039, se observé una sefial al menos 3 veces superior
al control lisosomal, pero no se pudo obtener una curva
completa de respuesta a dosis, por lo gque no se puede
reportar un EC50. En ambos casos los datos muestran, por
lo tanto, gque los anticuerpos si se unen a la diana. En el
caso de ATL 6039 no se pudo obtener un EC50 debido a que
el anticuerpo era muy potente y se necesitaria probar un
rango de concentracidén méds bajo para obtener un EC50. Estos
datos significan que el anticuerpo ciertamente se une,
pero no se puede informar el numero de potencia.

ATL 0005262, ATL 0005998, ATL 0006001,
ATL 0006002, ATL 0006003, ATL 0006178, ATL 0006191 mostraron
unidén al UNC5C de ratén. Se demostrd la unidn de ATL 0005262,
ATL 0006178 y ATL 0006191 al UNC5C de cyno. Se probaron
ATL 0005262, ATL 0006178 y ATL 0006191 y se demostrd su unidn

al TUNC5C de rata. Ademas, la Netrina 1 compitidé con
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ATL 0005262, ATL 0006002, ATL 0006036, ATL 0006039,
ATL 0006177 y ATL 0006178 por la unidén al UNC5C humana.
Estos datos demuestran que al menos ATL 0006178
exhibe unidén al UNC5C humano, de ratdn, de rata y de cyno,
y es capaz de competir con netrin-1 por la unidén al UNCSC.

Ejemplo 7 — Andlisis PK

Se realizd un estudio farmacocinético in vivo en
ratones para evaluar los niveles circulantes de ATL 5262
y su capacidad de penetracidén en el SNC en comparacidn con
el anticuerpo de control, ATL 5338. Los niveles de
anticuerpos se evaluaron mediante ELISA de muestras de
suero recolectadas a las 1, 4, 8, 24, 72 y 144 horas y de
muestras de LCR recolectadas a las 4, 24 y 144 horas
después de la administracién intraperitoneal. ATL 5262
exhibe una PK lineal en suero (Figura 20A) y LCR (Figura
20B) con un perfil de aclaramiento que es comparable al
control IgGl no vinculante, ATL 5338. De  manera
importante, el ATL 5262 muestra evidencia de penetracién
del SNC con una relacidén de suero:LCR de ~0,1-0,2 %.

Ejemplo 8 - Apoptosis de UNCSC

Se ha demostrado que el tratamiento con amiloide
de SHSY5Y, derivadas de una linea celular de neuroblastoma,
induce la muerte celular. Se ha reportado que Netrina 1

reduce esto. Para determinar si ATL6178 (también
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denominado en la presente ATLX-1282) vy ATL5262 pueden
replicar este efecto, se realizd un experimento de rescate,
afiadiendo los anticuerpos a las células SHSYS5Y tratadas
con amiloide, seguido de la medicidén de la produccidn de
caspasa 3/7 como medida de toxicidad amiloide. La Figura
22 muestra los resultados de este ensayo. ATLX1282
(ATL 6178), ATL5262 y Netrina 1 todos demostraron una
capacidad para reducir la sefial de caspasa3/7 en respuesta
a la citotoxicidad inducida por beta amiloide 1-42.

Se espera que los anticuerpos descritos en la
presente sean capaces de mejorar la salud sinaptica (tal
como, p. ej., plasticidad) actuando como un imitador de
netrina-1. Esto se puede probar mediante ensayos in vitro
que evaltan directamente las medidas de la salud sinéptica,
que pueden incluir, pero sin limitarse a, paradmetros tales
como la cantidad de procesos por célula, la longitud del
crecimiento de las neuritas y la ramificacién (usando, por
ejemplo, los métodos proporcionados en Spijkers et al.,
Sci Rep, 2021), como se esperaria de su perfil de uniédn.

En conjunto, estos datos muestran que es probable
que los anticuerpos UNCS5C descritos en la presente muestren
efectos terapéuticos en el tratamiento y/o prevencién de
enfermedades neurodegenerativas como la FID y la AD, vy
proporcionan anticuerpos que pueden lograrlo uniéndose al

mismo sitio de unidén gque la Netrina 1.
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Ejemplo 12 — Plasticidad sinaptica en neuronas

dopaminérgicas 1PSC humanas

Para investigar el impacto de ATLX-1282 y ATL5262
en las proteinas sindpticas, se realizd una serie de
experimentos en neuronas dopaminérgicas derivadas de iPSC
humanas. Como se muestra en la Figura 23, el tratamiento
de neuronas dopaminérgicas con ATL6178 produce un aumento
notable en la expresién de proteinas sindpticas
(especificamente PSD95, sinaptofisina, sinapsina-1,
sinaptotagmina-1 y neurofilamento-L), similar a 1los
efectos observados con la Netrina-1.

Estos hallazgos demuestran que ATL6178 potencia la
salud sinédptica al actuar como un imitador de netrina-1
usando ensayos 1In vitro que evaluan directamente medidas de
salud sindptica que pueden incluir, pero sin limitarse a,
parametros tales como el numero de procesos por célula, la
longitud del crecimiento de las neuritas y la ramificacién
(usando por ejemplo los métodos proporcionados en Spijkers
et al., 2021), como se esperaria de su perfil de uniédn.

Ejemplo 13 - Ensayos de deplecibén de Netrina-1

Se investigaron los efectos de la deplecidn de
la Netrina-1 en neuronas motoras derivadas de iPSC humanas
usando un anticuerpo anti-Netrina-1 para inducir la

deplecidén de Netrina-1. Se descubrié que esto conducia a
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niveles reducidos de la proteina del cono de crecimiento
axonal GAP-43 (Figura 24A), aumento de la muerte de células
neuronales (Figura 24B) y dafio axonal (Figura 24C). Las
cifras muestran que ATLX-1282 y ATL-5262 contrarrestan
efectivamente estos efectos (Figuras 24A-C).

Estos hallazgos indican que ATLX-1282 y ATL5262
potencian la salud sinaptica al actuar como un imitador de
netrina-1.

Ejemplo 14 - Impacto de anticuerpos anti-UNC5C en la

funcidén neuronal

La TDP-43 es una proteina ribonuclear altamente
conservada que se acumula como inclusiones ubiquitinadas
tanto en pacientes con ELA como con DFT. Se ha informado que
las neuronas motoras derivadas de 1iPSC que portan la
mutacién TDP43 Q331K relevante para ELA muestran disfuncioén
sinédptica cuando se evaltan mediante una matriz de
electrodos multiples (Smith, Alec S T et al., 2021). El
cocultivo de tales neuronas con iCell Astrocytes proporciona
un modelo de cocultivo sofisticado qgue permite una
comprensidén més completa del comportamiento de la red
neuronal y su respuesta a diversos compuestos. Para examinar
esto, el sistema de cocultivo de neuronas motoras vy
astrocitos derivados de 1iPSC se tratd con ATLX-1282 o un
control de isotipo (ATL-5338) durante hasta 142 horas y se

evaludé la actividad mediante un ensayo multielectrodo (MEA),
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que mide el potencial de campo extracelular producido por
las neuronas. Las neuronas motoras iCell TDP43 Q331K de ELA
manifiestan deficiencias pronunciadas en la actividad
general, la viabilidad y la dindmica de disparo en réa&fagas
en comparacidén con sus contrapartes de control isogénico,
las neuronas motoras 1Cell. Estas neuronas motoras 1iCell
TDP43 Q331K de ELA también exhiben alteraciones discernibles
en la conectividad y la frecuencia media de disparo en
comparacidén con las neuronas motoras iCell isogénicas.
ATLX-1282 atenuta la pérdida de actividad
dependiente temporal observada en las neuronas motoras TDP43
Q331K y promueve un incremento en la actividad de disparo
en rafagas (Figura 25A-B). La viabilidad es relativamente
estable a lo largo del tiempo dentro de las respectivas
lineas celulares (Figura 25C), lo que sugiere que cualquier
cambio en la actividad no es simplemente un resultado de la
muerte celular sino un cambio putativo en, y promocidédn de,
la salud neuronal. Cabe destacar que ATLX-1282 desempefila un
papel fundamental en la mejora de las conexiones sindpticas,
fomentando una mayor sincronia entre las neuronas motoras
TDP43 Q331K de ELA, como lo ilustra un mayor indice de
sincronia y una mayor frecuencia de disparo de las células
TDP43 tratadas con ATLX-1282 en comparacidén con 1los
controles de isotipo (Figura 25D). Estos hallazgos
representan una justificacidén convincente de la eficacia del

tratamiento con ATLX-1282 en las neuronas motoras.
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Ejemplo 15 - Estudio in vivo con ratones

La haploinsuficiencia de UNC5C o Netrina-1 conduce
a una inervacidén alterada por neuronas dopaminérgicas a la
corteza prefrontal medial, y a un contenido alterado de
dopamina en la corteza prefrontal medial (mPFC, por sus
siglas en 1inglés). Esto se manifiesta como una respuesta
reducida a la anfetamina estimulante (Pokinko et al; 2015).
Para determinar si ATLX-1282 podria actuar como un ligando
mimético para Netrina 1, se trataron ratones
haploinsuficientes de Netrina 1 con ATLX-1282 y se evalud la
respuesta a la anfetamina. Para encontrar la ventana optima
en la que se pudiera observar cualquier respuesta alterada a
la anfetamina, se administré anfetamina en diversos dias,
comenzando el dia 8 después del primer tratamiento con ATXL-
1282. Como se reporta en la literatura, se observd una
respuesta reducida a la anfetamina en ratones
haploinsuficientes de Netrina 1 con relacidén a sus hermanos
de camada no transgénicos (silvestres). Esto fue
estadisticamente significativo para el dia 10 del estudio
(segundo tratamiento con anfetamina). Por lo tanto, en este
punto de tiempo se probdé la capacidad de ATLX-1282 para
rescatar el fenotipo haploinsuficiente de Netrina 1.

El dia 10, el tratamiento con ATLX-1282 resultd
en un aumento estadisticamente significativo de 1la

respuesta a la anfetamina en ratones haploinsuficientes de

191



10

15

20

25

Netrina 1, con relacidén al control de isotipo (ver la
Figura 26). Estos datos sugieren que ATLX-1282 puede
interactuar efectivamente con UNCS5C en su entorno natural
del SNC vy puede reducir el déficit inducido por 1la
haploinsuficiencia de Netrina 1 y que ATLX-1282 puede
actuar como un ligando mimético para Netrina 1.

Ejemplo 16 — Estudio in vivo de ratas

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es una neurotoxina
que se ha demostrado que causa degeneracidén de neuronas
dopaminérgicas en el cerebro medio. Se ha demostrado que
la netrina 1 mediante inyeccidén intracerebroventricular
(ICV, por sus siglas en inglés) tiene un efecto
neuroprotector contra la degeneracidén mediada por 6-OHDA
(Jasmin et al., 2021).

ATLX-1282 y control de isotipo ATL-5338 se probaron
en un estudio de eficacia en ratas tratadas con 6-OHDA para
ver si podian replicar este efecto (si ATLX-1282 tiene
efectos neuroprotectores similares a la netrina-1 en este
modelo) . Se usd una prueba de cilindro de pata contralateral
para evaluar esto y determinar el grado de pérdida de células
dopaminérgicas en las ratas tratadas. Las ratas tratadas con
6-OHDA exhibieron una disminucién promedio en el uso de la
pata contralateral con relacidén a los controles tratados con
solucién salina, lo que indica éxito del tratamiento con 6-

OHDA (es decir, demostrando neurodegeneracidén mediada por 6-
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OHDA) . Los toques contralaterales medios de las ratas
tratadas con ATLX1282 y 6-OHDA tendieron a una mejora frente
al control de isotipo y las ratas tratadas con 6-OHDA (ver
la Figura 27), lo que indica que ATLX-1282 puede tener un
efecto neuroprotector en la PD, similar a la Netrina-1.

En conjunto, estos datos muestran que 1los
anticuerpos UNC5C como se describen en la presente muestran
efectos terapéuticos en el tratamiento y/o prevencidén de
enfermedades neurodegenerativas tales como PD, FTD y AD y
proporcionan anticuerpos que pueden lograr esto al unirse
al mismo sitio de unidén que la Netrina 1.

Ejemplo 17 - Solubilidad y estabilidad de ATL 6178

(ATLX 1282)

La capacidad de fabricacién de ATL 6178 (también
referido en la presente como ATXL 1282) se probd después de
la exposicidén a diferentes condiciones de estrés. Tales
condiciones incluyeron ciclos de congelacidn %
descongelacidén, agitacidédn, estabilidad térmica y pH bajo. Se
evaluaron muestras estresadas para determinar su apariencia,
pureza, agregacién, tamaflo y cambio en variantes de carga
usando MFI, SEC-HPLC, CE-SDS, cIEF vy DLS. Las muestras
también se concentraron a altas densidades (50 mg/ml,
100 mg/ml y 200 mg/ml) y se analizaron en el tiempo 0 vy

después de 7 dias de incubacidén a temperatura ambiente. Las
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muestras de solubilidad se analizaron para determinar su
apariencia, viscosidad y pureza usando SEC-HPLC.

ATL 6178 se expresd a partir de una transfeccidn
de grupo estable CHO-K1, después de un lote alimentado de
14 dias, el cultivo se cosechd y el anticuerpo monoclonal
se purificdé usando captura de proteina A y una etapa de
cromatografia de intercambio de cationes de segunda etapa
seguido de centrifugacidén usando un corte de 30 kDa e
intercambio de regulador en regulador de formulacidédn de
20 mM de histidina HCl, 8 % de sacarosa, 0,04 % de Tween
80, pH 6,0 seguido de filtracidén estéril.

La solubilidad ATLX-1282 se probd a 50 mg/ml,
100 mg/ml y 200 mg/ml. Las muestras se evaluaron en el tiempo
0 y después de 7 dias a 25 °C. Los resultados se muestran en
la Tabla 15 y la Tabla 16. La evaluacién visual mostrd que
la proteina estd libre de particulas y no existe cambio en
apariencia (Tabla 15), mientras que el andlisis SEC-HPLC no
demuestra cambio sustancial en la forma monomérica, pequefios
cambios en especies de bajo peso molecular (LMWS) y especies
de alto peso molecular (HMWS) presentes después de la
concentracién e incubacién a 25 °C durante 7 dias (Tabla 16).
Esto indica que la molécula es estable a altas
concentraciones. La viscosidad alcanza un maximo de 24 cP a

200 mg/ml indicando que la molécula es fabricable.
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Anticuerpo Concentracién | Puntos de Apariencia Conc. de Viscosidad
de proteina muestreo proteina (cP, 20 °C)
(mg/mL)

ATL 6178 50 mg/ml TO SY, SO, FP 54,2 1,9

25-7D SY, SO, FP 57 NT

100 mg/ml TO sy, SO, FP 106,06 3,6

25-7D SY, SO, FP 104, 6 NT

200 mg/ml TO sy, SO, FP 205,1 24

25-7D sy, SO, FP 192,09 NT

Tabla 15. Resultados del andlisis de solubilidad para

ATL 6178. D; dia, SY; ligeramente amarillo; SO: Liquido

ligeramente opalescente; FP: libre de particulas

visibles; cP: centipoise.

Conc. de SEC-HPLC
. Concentracién | Puntos de | Proteina
Anticuerpo 4 tei £
e proteina | muestreo - Monémeros HMW LMW
(%) (%) (%)
TO 54,2 98,9 1,1 0
50 mg/ml
25-7D 57 98,8 1,1 0
TO 106, 6 98,9 1,1 0
ATL 6178 100 mg/ml
25-7D 104, 6 98,4 1,5 0,1
TO 205,1 98,6 1,4 0
200 mg/ml
25-7D 192,9 97,6 2,3 0,1

Tabla 16. Resultados de SEC-HPLC para estudio de

solubilidad ATL 6178. HMW: Alto peso molecular; LMW: Bajo

peso molecular.

Para evaluar adicionalmente la estabilidad de
ATL 6178, el anticuerpo se sometidé a un panel de diferentes
condiciones de estrés, que incluyen temperatura, ciclos de
congelacién y descongelacidén, agitacién y pH bajo. EL
andlisis visual de las muestras antes y después de las

condiciones de estrés mostrd que las muestras fueron
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ligeramente amarillas, ligeramente opalescentes y libres
de particulas visibles, sin cambio en apariencia siguiendo
condiciones evaluadas con la excepcidn del estrés térmico
a 40 °C durante 4 semanas mostrando un bajo nivel de
particulas visibles. En la Tabla 17 se muestran los

resultados de estos estudios de estrés.

Puntos de muestreo Apariencia Conc. de Recuentos de particulas
proteina |subvisibles (recuentos/ml)

(mg/mL) 22 pm [ 2 10 pm |2 25 pm
Tiempo O SY, SO, FP 50 985 12 2

Térmico 2 W SY, SO, FP 51,1 1687 17 0

(40 °C)

(40 °C) 4 W | SY, SO, NEFP 49,6 4965 97 14
Congelaciédn y 3 C sy, sO, FP 51,7 1828 14 5
descongelacién
(=70 °C a TA)

(=70 °C a TA) 5¢C SY, SO, FP 50,4 2858 61 15

Agitacién 1D SY, SO, FP 50,3 1347 16 2
(25 °C, 300 rpm)

(25 °C, 300 rpm) 3D SY, SO, FP 50,7 1532 33 2

Bajo pH 6 h SY, SO, FP 49,1 No evaluado

(25 °c, ~pH 3,5)

(25 °Cc, ~pH 3,5) 24 h sY, sO, FP 49,2

Tabla 17. Anédlisis visual y recuento de particulas

subvisibles de estudios de estrés ATL 6178. SY:

ligeramente amarillo; SO: Liquido ligeramente

opalescente; FP: libre de particulas visibles; NEFP: No

esencialmente libre de particulas visibles (se observaron

mads de 3 particulas visibles); W: Semana(s); C: Ciclo(s);

D: Dia(s); h: hora(s).
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El andlisis de imdgenes de microflujo

sus siglas en
de particulas
de 40

estrés

particulas se

(MFI, por

inglés) muestra un aumento en la deteccidn
subvisibles >2-25 um para la condicidén de
las

°C. El1 tamafio y la distribucién de

analizaron mediante dispersidén dinamica de

luz (DLS). El promedio Z no mostrd cambios significativos
en ninguna muestra en comparacién con la muestra no
estresada almacenada a -70 °cC. E1l indice de
polidispersidad (PDI, por sus siglas en inglés) indica que
las muestras estaban monodispersas (Tabla 18).
Puntos de muestreo Apariencia Conc. de DLS (tamafio)
proteina :
(mg/mL) Promedio Z PDI
m
g (d.nm)
Tiempo O SY, SO, FP 50 6,2 0,15

Térmico 2 W SY, SO, FP 51,1 6,3 0,14

(40 °C)

(40 °C) 4 W |sSYy, SO, NEFP 49,6 6,6 0,15
Congelacidn y 3 C sSY, SO, FP 51,7 6,3 0,15
descongelacién
(=70 °C a TA)

(=70 °C a TA) 5 C SY, SO, FP 50,4 6,3 0,15

Agitacién 1D SY, SO, FP 50,3 6,2 0,15
(25 °C, 300 rpm)

(25 °c, 300 rpm) 3D SY, SO, FP 50,7 6,2 0,14

Bajo pH 6 h 3SY, SO, FP 49,1 No evaluado
(25 °c, ~pH 3,5)

(25 °c, ~pH 3,5) 24 h SY, SO, FP 49,2
Tabla 18. Resultados de DLS de estudios de estrés

ATL 1678. W:

Semana (s) ;

C: Ciclo(s); D: Dia(s); h:

hora(s); SY:

ligeramente amarillo;

SO: Liquido ligeramente

opalescente;

FP:

Libre de particulas visibles.
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El andlisis SEC-HPLC no muestra cambios después
de 3 o0 5 ciclos de congelacidn y descongelacidén o agitacidn
durante 1 o 3 dias. Se detectd una pequefia disminucidn en
el pico principal de mondmero después de la incubacidn a
40 °C durante 4 semanas con un aumento en HMWS vy LMWS
presentes, 0,7% vy 0,5 %, respectivamente. La baja
retencién de pH a 25 °C a pH3,4 resultd en un aumento de

1,3 % en HMWS (Tabla 19).

Puntos de muestreo SEC-HPLC
Monémeros HMW (%) | LMW (%)
(%)

TO 99 1 0
Térmico 2 W 98,3 1,4 0,3
(40 °C) 4 W 97,8 1,7 0,5
Congelacién y descongelacidn 3 cC 99 1 0
(=70 °C a TA) 5¢C 99 1 0
Agitacidn 1D 99 1 0
(25 °C, 300 rpm) 3D 98,8 1,2 0,1
Bajo pH 6 h 97,7 2,3 0
(25 °C, ~pH 3,5) 24 h 97,9 2 0

Tabla 19. Resultados de SEC-HPLC de estudios de estrés

ATLX-1282. HMW: alto peso molecular, LMW; Bajo peso

molecular, W: Semana(s), C: Ciclo(s), D: Dia(s), h:

hora(s) .

Se analizd la heterogeneidad de carga de ATL 1678
usando cIEF. Se observdé una disminucidn en las principales
variantes de carga a 40 °C (-22,6pp a las 2 semanas y
34,3pp a las 4 semanas) con un aumento tanto en especies

dcidas como béasicas, sin embargo se observaron cambios
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minimos en las especies de carga presentes en todas las

demés condiciones (Tabla 20).

iCIEF
Puntos de muestreo
MP (%) AP (%) BP (%)
TO 65,4 32,6 2

Térmico 2 W 42,8 41,8 15,4

(40 °C) 4 W 31,1 54,6 14,3
522§§§§ZT;21§; 3¢ 04,1 34 Lr9
(=70 °C a TA) 5C 64,2 33,7 2,1
Agitacidn 1D 64 33,9 2,1
(25 °C, 300 rpm) 3D 63,5 34,7 1,8
Bajo pH 6 h 63,4 33,9 2,7

(25 °C, ~pH 3,5) 24 h 64,6 33,1 2,4

Tabla 20. Resultados de iCIEF de estudios de estrés

ATL 1678. MP: pico principal; AP: Pico &acido; BP: Pico

bédsico; W: Semana(s); C: Ciclo(s); D: Dia(s); h: hora(s).

Se analizaron el peso molecular y la pureza de
las especies después de la exposicidédn de las muestras a
condiciones de estrés usando CE-SDS. Las muestras
incubadas a 40 °C durante 4 semanas demostraron una
disminucién en la pureza de 3,5pp para las muestras no
reducidas y lpp para las muestras reducidas. Se observaron
cambios minimos para las muestras que experimentaron otras

condiciones de estrés (Tabla 21).

Calibrador SDS-NR Calibrador SDS-R
Puntos de muestreo

Pureza (%) Pureza (%)
TO 96,5 98,4
Térmico 2 W 94,4 97,9
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(40 °C) 4 W 93 97,4
cfeosncgoenlgaecliaécni é{n 3¢ 96,6 98,5
(=70 °C a TA) 5C 96,5 98,4

Agitacién 1D 96,4 98,5
(25 °C, 300 rpm) 3D 96,4 98,5

Bajo pH 6 h 96,4 98,6

(25 °C, ~pH 3,5) 24 h 95,9 98,3

Tabla 21. Resultados de iCIEF de estudios de estrés

ATL 6178. W: Semana(s), C: Ciclo(s), D: Dia(s), h: hora(s).

Los datos anteriores muestran que ATL 6178 es
altamente estable bajo diversas condiciones de estrés.

Ejemplo 18 - Unibén al UNCS5C celular

Para evaluar la capacidad de ATL 6178 (también
denominado en la presente ATLX-1282) y ATL5262 para unirse
al UNC5C en su contexto natural del sistema nervioso
central (SNC) , se evaludé la wunidén de anticuerpos a
secciones de cerebro de ratdén congeladas.

ATLX-1282 (ATL 6178) y ATL 5262 demostraron un
patrédn de unidén similar, y este fue bloqueado por 10 nM de
Netrina-1, pero no por proteinas de tamafio similar como
clusterina y Netrina-4 (que no se unen al UNC5C), como se
muestra en las Figuras 29A-D. Esto concuerda con los datos
in vitro descritos anteriormente que muestran la capacidad
de ATLX-1282 y ATL 5262 para unirse al UNC5C selectivamente.

Para verificar la unién de los anticuerpos al UNC5C

expresados en la superficie celular, se evaluaron 1los
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anticuerpos en un ensayo de citometria de flujo. La isoforma
UNC5C humana candnica (095185) y la variante UNCS5C T835M
ligada a AD (VAR 081368) se sobreexpresaron constitutivamente
en una linea celular HEK-293 usando un sistema lentiviral.
Después, se probd la unidén de los anticuerpos mediante
citometria de flujo. La linea celular transducida con el
vector vacio (EV) y un anticuerpo especifico para una diana
no relacionada expresada en formato IgG relevante (control
ATL) se usaron como controles negativos.

ATL5262 y ATLX-1282 mostraron una mayor unién a
las células HEK-293 que sobreexpresan UNC5C y a las células
HEK-293 gque sobreexpresan UNC5C T835M con relacidén a las
células transfectadas con un control de vector vacio
(Figuras 30A y B).

Estos datos demuestran que ATL5262 y ATLX-1282
pueden unirse al UNC5C y la variante UNC5C T835M unirse a
AD (VAR 081368) cuando estan en un contexto de membrana
celular natural. Estos datos muestran que los anticuerpos
se unen a la forma asociada a la enfermedad de Alzheimer
del UNC5C. Se demostrd que los anticuerpos descritos en la
presente se unen a la regidén extracelular del UNC5C y esta
mutacién afecta a la regidn intracelular. Por lo tanto, se
espera que todos los anticuerpos descritos se unan a la

forma relevante para la AD del UNCS5C.
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Ejemplo 19 - Determinacidn de la estructura cristalina del

fragmento Fab ATL 5262 unido a dominios de Ig UNC5C humanos

Para comprender mejor la unidén de ATL 5262 al
UNC5C, se obtuvo una estructura cristalina de rayos X para
un complejo que contenia un fragmento Fab de ATL 5262 unido
a los dominios de inmunoglobulina (Ig) del UNC5C humano. Una
vista en boceto del complejo Fab-UNC5C completo se muestra
en la Figura 31A, vy vistas en primer plano de las
interacciones especificas entre las proteinas en las Figuras
31B-E. En la Tabla 22 a continuacidén se expone un sumario de
los contactos entre cadenas, con detalles de las

interacciones especificas de aminocdcidos en la Tabla 23.

Interaccidén entre Area de sup§rficie Enlaces H Puentes de sal
cadenas enterrada, A2

VH:UNC5C 397,9 5 2

VL :UNC5C 238,5 4 0

VH:VL 1816,9 17 2

Tabla 22. ATL 5262 Fab: Sumario de contactos entre

cadenas UNC5C

VH UNC5C VL
Thre64 Thr89
Gly63 G1n90
Thré5 G1lnl02
Ser74 Lysl103
Asn66 VallO7 Thrll4

AsplO8 Thrll4

Tyr55, Asn66, Argl08, Glul09 Serl09, T114
Metl10
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ArgllO Tyrl08, Serl09
Vallll Tyr38, Serl07, Tyrl08
Argl08, MetllO Ilell8
Tyr55, Thred4, Thré65 Argl20

Tabla 23. Sumario de interacciones entre cadenas dentro de

4,0 A, que incluye contactos polares e interacciones

hidrofdbicas.

La Figura 30F muestra una alineacidén de proteinas
de los miembros B, A y D de la familia de UNC5 humano con
la regién del dominio 1 similar a Ig UNCS5C humano que
interactia con ATL 5262. Secuencias idénticas resaltadas
en rojo. Los aminodcidos de UNC5C implicados en la
interaccién con ATL 5262 y resumidas en la Tabla 23 se
indican mediante flechas. Estos datos indican que 1la
especificidad de ATL 5262 al UNC5C sobre los otros miembros
de la familia UNCS5 puede estar impulsada por aminoacidos
que son diferentes entre UNC5C y las otras proteinas UNCS5.

Ejemplo 20 - Anticuerpos adicionales

Se realizaron selecciones de presentacién de
fagos para descubrir anticuerpos derivados de pacientes
adicionales, funcionales y resistentes para UNC5C. Las
genotecas de presentacidén de fagos se generaron a partir
de repertorios VH de pacientes que portaban el anticuerpo
original ATL 0005262, y un repertorio VL de donantes sanos.

Las selecciones de presentacidén de fagos se realizaron
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mediante seleccidén de dos antigenos UNC5C. Se cribaron un
subconjunto de anticuerpos enriquecidos mediante ELISA de
fagos en el antigeno UNCLHC y se eligieron 10 anticuerpos
para la conversidn de IgG.

Se cribaron diez IgG derivadas de fagos (ATL 6530
a ATL 6539) para la unidén al UNC5C mediante ELISA y los
valores de EC50 estimados a partir de las curvas de unidén al
UNC5C se enumeran en la Tabla 24 a continuacién. Todos los
anticuerpos mostraron unién al UNC5C con alta afinidad.
ATL 6178 también se incluydé como referencia.

La Figura 32

muestra una alineacidén de las secuencias VH y VL de estos

anticuerpos.
Lote de Antigeno Tipo de Orientacién del | EC50 (M)
anticuerpos ensayo ensayo
Y 0001389-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 3, 90E-11
(ATL_6530) Systems; num.
1005-UN)
Y 0001390-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 1,30E-11
(ATL_6531) Systems; num.
1005-UN)
Y 0001391-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 2,80E-12
(ATL _6532) Systems; num.
1005-UN)
Y 0001392-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 9,20E-12
(ATL_6533) Systems; num.
1005-UN)
Y 0001393-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 1,00E-11
(ATL _6534) Systems; num.
1005-UN)
Y 0001394-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 2,40E-08
(ATL_6535) Systems; num.
1005-UN)
Y 0001395-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 1,10E-09
(ATL _6536) Systems; num.
1005-UN)
Y 0001396-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 7,10E-10
(ATL _6537) Systems; num.
1005-UN)
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Y 0001397-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 5,50E-10
(ATL 6538) Systems; num.

1005-UN)
Y 0001398-001 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 1,10E-08
(ATL 6539) Systems; num.

1005-UN)
Y 0001282-003 UNC5C (R&D ELISA Antigeno bajado | 8,00E-09
(ATL 6178) Systems; num.

1005-UN)

Tabla 24. Valores de EC50 de curvas de unidén al UNCS5C.

A continuacidn, estos anticuerpos fueron
cribados para determinar si eran capaces de competir por
la unidén al UNC5C con Netrina 1 recombinante. El1 UNC5C se
recubridé en placas ELISA y se preincubd una titulacidén de
cada anticuerpo individualmente con la proteina UNCSC
antes de afiadir netrina 1 a una concentracidén establecida.
En cada caso se determindé la unidén de cada anticuerpo y
netrina 1 wusando anticuerpos de deteccidén secundarios
especificos para cada reactivo. Si la presencia de netrina
1 fue capaz de desplazar la curva de unidén del anticuerpo
hacia la derecha (es decir, requerir una mayor
concentracién de anticuerpo para ver un nivel similar de
sefial para la unidén al UNCS5C), esto se observd como
competencia en el ensayo. Ademds, si la presencia del
anticuerpo fue capaz de reducir la sefial de unidén a
Netrinal detectada en el ensayo, esto también se observd
como competencia (ver la Tabla 25). Todos los anticuerpos

mostraron competencia con Netrina-1.
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Anticuerpo Antigeno Competidor |Concentracién| Concent. | Concent. de
(Unién al diana (Antigeno) superior Ab | inferior | competidores
antigeno) (M) Ab (M) (M)
1 |Y 0001389-001{UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 6530) Systems; (R&D Systems;
num. 1005- |[ntm. 6419-N1)
UN)
2 |Y _0001390-001|UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 6531) Systems; (R&D Systems;
num. 1005- |[ntm. 6419-N1)
UN)
3 |Y _0001391-001[UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 6532) Systems; (R&D Systems;
num. 1005- [ntm. 6419-N1)
UN)
4 |Y 0001392-001[UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 6533) Systems; (R&D Systems;
num. 1005- |[ntm. 6419-N1)
UN)
5 |Y 0001393-001[UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 6534) Systems; (R&D Systems;
num. 1005- |[ntm. 6419-N1)
UN)
6 |Y_0001394-001|UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL_6535) Systems; (R&D Systems;
num. 1005- |[ntm. 6419-N1)
UN)
7 Y _0001395-001|UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 6536) Systems; (R&D Systems;
nim. 1005- |[num. 6419-N1)
UN)
8 |Y 0001396-001|UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL _6537) Systems; (R&D Systems;
nim. 1005- |[num. 6419-N1)
UN)
9 |Y_0001397-001UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 6538) Systems; (R&D Systems;
nim. 1005- |[num. 6419-N1)
UN)
10 [Y_0001398-001|UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 65309) Systems; (R&D Systems;
nim. 1005- |[num. 6419-N1)
UN)
11 [Y 0001282-003|UNC5C (R&D [Netrina 1 le-6 le-13 7,5e-8
(ATL 6178) Systems; (R&D Systems;
nim. 1005- |[num. 6419-N1)
UN)
Tabla 25. Competencia de anticuerpos con unidén a Netrina
1. Ab = anticuerpo, Conc = concentracidn.
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Anticuerpo (Unién | Hit (competicién Notas
al antigeno) observada)
1 Y 0001389-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL 6530) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
2 Y 0001390-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL 6531) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
3 Y 0001391-001 Si No hay cambio en el perfil de la
(ATL 6532) curva de unibébn vs. lo que se
observa en ausencia de Netrina
1; La sefial de unidén a la
netrina 1 se reduce, lo que
sugiere que ATL6532 es
particularmente potente y supera
a Netrina 1 para la unidén en
esta configuracién de ensayo.
4 Y 0001392-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL 6533) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
5 Y 0001393-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL_6534) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
6 Y 0001394-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL_6535) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
7 Y 0001395-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL _6536) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
8 Y 0001396-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL_6537) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
9 Y 0001397-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL_6538) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
10 Y 0001398-001 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL_6539) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1
11 Y 0001282-003 Si Cambio en el perfil de la curva
(ATL 6178) de unidén vs. lo que se observa
en ausencia de Netrina 1

Tabla 25 (continuacidén) Competencia de anticuerpos con

unién a Netrina 1.

Este ejemplo identifica, por lo tanto,
anticuerpos adicionales que se unen al UNC5C con alta
afinidad y son capaces de competir con Netrina-1 por la

unidén al UNC5C vy, por lo tanto, se espera gue tengan
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propiedades similares a ATL 5262 y ATLX-1282, que incluyen
la reduccidén de la apoptosis mediada por UNCS5C, la reduccidn
de la toxicidad beta-amiloide, el aumento de la actividad
neuronal, la viabilidad y la frecuencia de réafagas, y la
mejora de la salud sindptica in vitro e in vivo.

Los datos anteriores muestran gque todos estos
anticuerpos se unen a un &area de UNCS5C que se comparte
para la unidén a Netrina (como es el caso de los otros
anticuerpos de unién al UNCS5C descritos en la presente,
que incluyen ATL 5262 y ATLX-1282). El sitio de unidn de
Netrina en UNC5C no se conocia previamente con precisién,
pero se creia que estaba en algin lugar de los dos primeros
dominios de inmunoglobulina de  UNCG5C. Estos datos
proporcionan la informacidén méds reciente que sugiere que
el sitio de unidén estd dentro del primer dominio de
inmunoglobulina de UNC5C y es probable que se superponga
al menos parcialmente con el lugar donde los anticuerpos
descritos en la presente se unen al UNCS5C.

Juntos, los datos descritos en la presente
muestran que los anticuerpos UNCS5C como se describen en la
presente muestran efectos terapéuticos en el tratamiento y/o
prevencién de enfermedades neurodegenerativas tales como PD,
FTD, AD y ELA y proporciona anticuerpos que pueden lograr

esto al unirse al mismo sitio de unidén que Netrina 1.
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REIVINDICACIONES:

1. Un anticuerpo aislado o fragmento de
anticuerpo de este que se une especificamente a la proteina
UNC5C o un fragmento de esta, en donde el anticuerpo imita
y/o compite con Netrina-1 para unirse al UNC5C,
opcionalmente en donde la competencia con Netrina-1 se
determina mediante ELISA.

2. El anticuerpo aislado de cualquier
reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo se une al
UNC5C humano vy/o de ratdn, opcionalmente en donde el
anticuerpo se une al UNC5C humano con una EC50 de como maximo
9,81E-08 M, o como maximo 1E-08M, o como maximo 5,5E-09M o
como maximo 9, 7E-09M segun se evalla mediante ELISA (tal como
la unién de rhUNC5C en placa).

3. E1 anticuerpo aislado de cualquier
reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo reduce la
apoptosis mediada por UNC5C, opcionalmente en donde el
anticuerpo reduce la apoptosis neuronal mediada por UNCSC
y/0 en neuronas derivadas de células madre pluripotentes
inducidas (1PSC) y/0 en células de neuroblastoma,
opcionalmente células SH-SY5Y, opcionalmente en donde 1la
apoptosis se mide midiendo la caspasa 3/7.

4. E1 anticuerpo aislado de cualquier
reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo se une

selectivamente al UNC5C sobre un otro o méds receptores de
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netrina, opcionalmente en donde el anticuerpo se une
selectivamente al ©UNC5C sobre wuno o mas (o todos):
neogenina, DCC, y DSCAM, UNC5A, UNC5B, UNCS5.

5. E1 anticuerpo aislado de cualquier
reivindicacidén anterior, en donde el anticuerpo se une al
UNC5C de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 99 y a
una variante UNC5C T835M de acuerdo con la sec. con num.
de ident.: 110.

6. EIL anticuerpo aislado de cualquier
reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo reduce la
toxicidad beta-amiloide en las neuronas, opcionalmente en
donde el anticuerpo reduce la muerte celular de las neuronas
tratadas con Dbeta-amiloide in wvitro vy/o en donde el
anticuerpo reduce una sefial de caspasa 3/7 en respuesta a
la citotoxicidad inducida por beta-amiloide.

7. E1 anticuerpo aislado de cualquier
reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo mejora la
salud sindptica, opcionalmente en donde la salud sinéptica
mejorada se evalla mediante:

aumento de la expresidédn neuronal de una o mas
proteinas sindpticas seleccionadas de: PSD95,
sinaptofisina, sinapsina-1, sinaptotagmina-
1, neurofilamento-L y GAP-43; vy/o

aumento del crecimiento neuronal y/0

ramificacidn;
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aumento de la sincronicidad de disparo y/o la
frecuencia de disparo de las neuronas,
opcionalmente en donde el anticuerpo aumenta
el indice de sincronia y la frecuencia de
disparo de las neuronas motoras con una
mutacién TDP43 Q331K.

8. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacidén anterior, en donde el anticuerpo
mejora la funcién vy/o supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas, opcionalmente en donde una mejora en la
funcién y/o supervivencia de las neuronas dopaminérgicas
se evalua mediante un rescate al menos parcial, por el
anticuerpo, de los efectos de 1la haploinsuficiencia de
UNC5C o netrina-1 sobre la inervacidén por neuronas
dopaminérgicas a la corteza prefrontal medial, y/0
contenido de dopamina en la corteza prefrontal medial.

9. EI1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo
reduce la neurodegeneracidén de neuronas dopaminérgicas,
opcionalmente evaluada midiendo la neurodegeneracidn tras
la exposicidédn a una neurotoxina tal como 6-Hidroxidopamina
(6-0OHDA) .

10. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualgquier reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo
se une a la regidén extracelular del UNC5C, y/o en donde el

anticuerpo se une a uno o mas residuos de UNC5C que estéan
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implicados en la unidén de Netrina-1 al UNC5C, y/o en donde
el anticuerpo se une a un epitopo en el dominio de
inmunoglobulina N terminal de UNCS5C.

11. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacidén anterior, en donde el anticuerpo
se une a un epitopo en UNC5C que comprende uno o mas de, ©
todos, los siguientes residuos: Thr89, G1ln90, G1lnl02,
Lysl103, Vall07, Aspl08, Glul09, ArgllO, Vallll, TIlells,
Argl20 de UNC5C cuando se numeran de acuerdo con la sec.
con num. de ident.: 99, opcionalmente en donde el anticuerpo
se une a los residuos Thr89, Gln90, GIlnl02, Lysl03, VallO7,
Glul09, Tlell8, y Argl20 de UNC5C cuando se numeran de
acuerdo con la sec. con num. de ident.: 99.

12. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) con las
siguientes CDR:

CDRH1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.: 20,
CDRH2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
21 o la sec. con num. de ident.: 22, y

CDRH3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.:

23, o
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13.

un conjunto de CDR que contiene una o dos
mutaciones de aminoacidos, opcionalmente
sustituciones, en comparacidn con el
conjunto anterior de CDR.

El anticuerpo aislado de acuerdo con

cualquier reivindicacidén anterior, en donde el anticuerpo

tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) con las

siguientes secuencias marco:

14.

HFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50,
HFWR2 de la sec. con num. de ident.: 51,
HFWR3 de la sec. con num. de ident.: 55, y
HFWR4 de la sec. con num. de ident.: 62, o
secuencias marco con una a cinco mutaciones,
opcionalmente sustituciones, en comparacidn
con las secuencias marco anteriores.

El anticuerpo aislado de acuerdo con la

reivindicacién 13, en donde las mutaciones en las secuencias

marco se seleccionan de las siguientes posiciones en la

numeracidén IMGT esténdar:

HFWR2: posiciones 40, 49,

HFWR3: posiciones 80, 82, 86, y/o en donde
las sustituciones en las secuencias marco se
seleccionan de las siguientes posiciones en
la numeracidén IMGT estandar:

HFWR2: en la posicidén 40: T40S, en la

posicién 49: R49G,
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HFWR3: en la posicidén 80: 180V, en la
posicidén 82: T82K, en la posicidédn 86: H86Q.
15. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 13 o 14, en donde las
mutaciones en las secuencias marco no incluyen una mutaciédn
en la posicidén 67 en la numeraciédn IMGT estandar.
l6. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacidén anterior, en donde el anticuerpo
tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) con las
siguientes secuencias marco:
HFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50;
HFWR2 de la sec. con num. de ident.: 51, 52,
53 o 54;
HFWR3 de la sec. con num. de ident.: 55, 56,
57, 58 o o61;
HFWR4 de la sec. con num. de ident.: 62;
opcionalmente en donde el anticuerpo tiene
un dominio variable de cadena pesada (VH)
con las siguientes secuencias marco:
HEFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50;
HEFWR2 de la sec. con num. de ident.: 52;
HFWR3 de la sec. con num. de ident.: 61; y
HFWR4 de la sec. con num. de ident.: 62.
17. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacidén anterior, en donde el anticuerpo

tiene un dominio variable de cadena pesada (VH) que
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comprende una secuencia seleccionada que tiene al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de
identidad de secuencia con una secuencia seleccionada de
las sec. <con nums. de ident.: 1 (ATL 5262 VH), 5
(ATL 0006036 _VH), 8 (ATL 0006039 VH), 91 (ATL 0006177 VH),
y 93 (ATL 0006178 VH),

opcionalmente en donde el anticuerpo tiene

un dominio variable de cadena pesada (VH)

que comprende una secuencia que tiene al

o)

menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o
al menos 95 % de identidad de secuencia con
una secuencia seleccionada de: la sec. con
num. de ident.: 91 (ATL 6177 VH); la sec.
con num. de ident.: 93 (ATL 6178 VH).

18. E1 anticuerpo aislado de cualquier
reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo tiene un
dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende CDRHI,
CDRH2 y CDRH3 dentro de un marco de linea germinal, siempre
que la posicidén 67 en la numeracidn IMGT esténdar sea Q.

19. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el
anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada
(VH) con las siguientes CDR:

CDRH1 que comprende la secuencia de

aminodcidos de la sec. con num. de ident.:

115 o 116,
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CDRH2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
117 o 118, vy
CDRH3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
119 o 120,
opcionalmente en donde el anticuerpo comprende
un dominio variable de cadena pesada (VH) con
las CDR de ATL 6187 VH (sec. con nums. de
ident.: 115, 117 y 119) o las CDR de ATL 6191
VH (sec. con nums. de ident.: 116, 118 y 120).
20. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con la
reivindicacién 19, en donde el anticuerpo tiene un dominio
variable de <cadena pesada (VH) con las siguientes
secuencias marco:
HFWR1 de la sec. con num. de ident.: 50;
HFWR2 de la sec. con num. de ident.: 52 o 195;
HFWR3 de la sec. con num. de ident.: 196 o 197;
HFWR4 de la sec. con num. de ident.: 198 o 62;
O secuencias marco que comprenden 1 a 5
mutaciones, tales como sustituciones, en
comparacidén con estas secuencias marco,
opcionalmente en donde el anticuerpo
comprende un dominio wvariable de cadena
pesada (VH) con las HFWR de ATL 6187 VH (sec.

con nums. de ident.: 50, 52, 196, 198) o las
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HFWR de ATL 6191 VH (sec. con nums. de
ident.: 50, 195, 197, 62).

21. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con las
reivindicaciones 19 o 20, en donde el anticuerpo tiene un
dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia seleccionada que tiene al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, o al menos 95 % de identidad de secuencia
con una secuencia seleccionada de la sec. con num. de ident.:
112 (ATL 0006187 VH), y 113 (ATL 0006191 VH).

22. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacidén anterior, en donde el anticuerpo
comprende un dominio variable de cadena ligera (VL) con las
siguientes CDR:

CDRL1 que comprende la secuencia de
aminoadcidos de la sec. con num. de ident.:
24, 27, 30, 31 o 32,

CDRL2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.:
34 vy

CDRL3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la sec. con num. de ident.:
40, 43, 46, 47, o

un conjunto de las CDR que contiene una, dos
o tres mutaciones de aminoéacidos,
opcionalmente sustituciones en comparacidn

con el conjunto anterior de las CDR.
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23. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con la
reivindicacidén 22, en donde la CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del
dominio VL estédn dentro de un marco de linea germinal.

24. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con la
reivindicacién 22 o la reivindicacién 23, en donde el
anticuerpo tiene un dominio variable de cadena ligera (VL)
con las siguientes secuencias marco:

LFWR1 de la sec. con num. de ident.: 63; 66;
LEWR2 de la sec. con num. de ident.: 71; 73;
75;

LFWR3 de la sec. con num. de ident.: 77; 80; y
LFWR4 de la sec. con num. de ident.: 85; 87;
89; o

un conjunto de las FWR que contiene de una a
cinco sustituciones de aminoacidos en
comparacién con el conjunto anterior de FWR.

25. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo
tiene un dominio variable de cadena ligera (VL) que
comprende una secuencia seleccionada que tiene al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de
identidad de secuencia con una secuencia seleccionada de
las sec. con nums. de ident.: 9 (ATL 5262 VL), 12 (ATL 5998
VL), 15 (ATL 6001 VL), 16 (ATL 6002 VL), 17 (ATL 6003 VL),

opcionalmente en donde el anticuerpo tiene

un dominio variable de cadena ligera (VL)
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que comprende una secuencia que tiene al
menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o
al menos 95 % de identidad de secuencia con
una secuencia seleccionada de: sec. de
ident.: 9 (ATL 5262 VL), sec. con num. de
ident.: 16 (ATL 6002 VL); y sec. con num. de
ident.: 17 (ATL 6003 VL).

26. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde uno o mas de
(o todos) los residuos de VH Tyrb55, Gly63, Thr64, Thro6b,
Asn66, Ser74, Argl08, MetllO interacttan con uno o méas
residuos de UNC5C; y/o en donde uno o més de (o todos) los
residuos de VL Tyr38, Serl07, Tyrl08, Serl1l09, Thrll4,
interactlan con uno o mads residuos de UNCS5C, opcionalmente
en donde el anticuerpo comprende una VH con:

en la posicién 55; Tyr, en la posicidén 63:
Gly, en la posicién 64: Thr, en la posicidn
65: Thr, en la posicién 66: Asn, en la
posicién 74: Ser, en la posicidén 108: Arg, y
en la posicidén 110: Met, o una secuencia con
sustituciones conservadoras de aminoacidos
en una o mas de estas posiciones; y/o

en donde el anticuerpo comprende una VL con:
en la posicidén 38; Tyr, en la posicién 107:
Ser, en la posicidén 108: Tyr, en la posicidn

109: Ser, en la posicidén 114: Thr, o una
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secuencia con sustituciones conservadoras de
aminoacidos en una o mas de estas posiciones.
27. El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquier
reivindicacidén anterior, en donde el anticuerpo tiene una VH
con al menos 80 % de identidad de secuencia con la VH de la
sec. con num. de ident.: 1 (ATL 5262 VH), y una VL con al
menos 80 % de identidad de secuencia con la VL de la sec.
con num. de ident.: 9 (ATL 5262 VL), en donde:
(a) el residuo de VH 66 es Asn, opcionalmente en
donde Asn66 interactta con Val 107 de UNCS5C;
y/o
(b) los residuos de VH 55, 66, 108 y 110 son
respectivamente Tyr, Asn, Arg \ Met,
opcionalmente en donde Tyr55, Asn66, Argl08
y/o0 Metll0 interacttan con Glul09 de UNC5C;
y/o
(c) los residuos de VH 108 son Arg y/o el residuo
110 es Met, opcionalmente en donde Argl08 y/o
Metl1l1l0 interactuan con Ilell8 de UNC5C; y/o
(d) los residuos de VH 55, 64, 65 son
respectivamente Tyr, Thr y Thr,
opcionalmente en donde Tyr55, Thre4d vy/o
Thr65 interaccionan con Argl20 de UNC5C; y/o
(e) el residuo de VH 64 es Thr, opcionalmente en

donde Thr64 interactua con Thr89 y/o Argl20

de UNC5C; vy/o
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28.

el residuo de VH 63 es Gly, opcionalmente en
donde Gly63 interactua con GIln90 de UNC5C; y/o
el residuo de VH 65 es Thr, opcionalmente en
donde Thr65 interacttia con Glnl02 y/o Argl20
de UNC5C; y/o

el residuo de VH 74 es Ser, opcionalmente en
donde Ser74 interactia con Lysl03 de UNC5C;
y/o

el residuo de VL 114 es Thr, opcionalmente en
donde Thrll4 interactia con Vall07 vy/o
Glul09, y/o Argll0 de UNC5C; y/o

el residuo de VL 109 es Ser, opcionalmente
en donde Serl109 interactua con Glul09 vy/o
Argll0 de UNC5C; vy/o

el residuo de VL 108 es Tyr, opcionalmente
en donde Tyrl08 interactta con ArgllO vy/o
Vallll de UNC5C; vy/o

el residuo de VL 107 es Ser, opcionalmente
en donde Serl07 interacttia con Vallll de
UNCS5C; y/o

el residuo de VL 38 es Tyr, opcionalmente en
donde Tyr38 interactua con Vallll de UNC5C;
en donde los residuos de UNCS5C estan numerados
de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 99.

El anticuerpo aislado de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el
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anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada

(VH) con las siguientes CDR:
CDRH1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de las sec. con nums. de ident.:
142-149;
CDRH2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de las sec. con nums. de ident.:
150-158 y
CDRH3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.:
159-168,
opcionalmente en donde el anticuerpo comprende
una VH con las CDR de cualquiera de 1los
anticuerpos ATL 6530 (sec. con num. de ident.:
142, 150, 159); ATL 6531 (sec. con nums. de
ident.: 143, 151, 160); ATL 6532 (sec. con
nams. de ident.: 144, 152, 161); ATL 6533 (sec.
con nums. de ident.: 145, 153, 162); ATL 6534
(sec. con nums. de ident.: 144, 152, 163);
ATL 6535 (sec. con nums. de ident.: 143, 154,
164); ATL 6536 (sec. con nums. de ident.: 146,
155, 165); ATL 6537 (sec. con nums. de ident.:
147, 156, 166); ATL 6538 (sec. con nums. de
ident.: 148, 157, 167); ATL 6539 (sec. con

nums. de ident.: 149, 158, 168).
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29. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con la
reivindicacidén 28, en donde el anticuerpo tiene un dominio
variable de cadena ©pesada (VH) con las siguientes
secuencias marco:

HFWR1 de SEQ ID NO: 199, 202, 205, 209, 212,
213, 216, 220, 224, 227;

HFWR2 de las sec. con nums. de ident.: 200,
203, 206, 210, 214, 217, 221, 225, 228;

HFWR3 de las sec. con nums. de ident.: 201,
204, 207, 211, 215, 218, 222, 226, 229;

HFWR4 de las sec. con nums. de ident.: 62,
208, 219, 223,

opcionalmente en donde el anticuerpo tiene un
dominio variable de cadena pesada (VH) con las
secuencias marco de cualquiera de los
anticuerpos ATL 6530 (sec. con nums. de
ident.: 199, 200, 201, 62); ATL 6531 (sec. con
nums. de ident.: 202, 203, 204, 62); ATL 6532
(sec. con nums. de ident.: 205, 206, 207,
208); ATL 6533 (sec. con nums. de ident.: 209,
210, 211, 208); ATL 6534 (sec. con nums. de
ident.: 212, 206, 207, 208); ATL 6535 (sec.
con nums. de ident.: 213, 214, 215, 208);
ATL 6536 (sec. con nums. de ident.: 216, 217,
218, 219); ATL 6537 (sec. con nums. de ident.:

220, 221, 222, 223); ATL 6538 (sec. con nums.
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de ident.: 224, 225, 226, 208); ATL 6539 (sec.
con nums. de ident.: 227, 228, 229, 208).

30. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con la
reivindicacidédn 28 o la reivindicacidédn 29, en donde el
anticuerpo tiene un dominio variable de cadena pesada (VH)
con las CDR y/o las secuencias marco de ATL 6532 o ATL6533.

31. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con las
reivindicaciones 28 a 30, en donde el anticuerpo tiene un
dominio variable de cadena pesada (VH) qgque comprende una
secuencia seleccionada que tiene al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, o al menos 95 % de identidad de secuencia
con una secuencia seleccionada de la sec. con num. de ident.:
122 (ATL 0006530 VH); 123 (ATL 0006531 VH); 124 (ATL 0006532
VH); 125 (ATL 0006533 VH); 126 (ATL 0006534 VH); 127
(ATL 0006535 VH); 128 (ATL 0006536 VH); 129 (ATL 0006537 VH) ;
130 (ATL 0006538 VH) .

opcionalmente en donde el anticuerpo tiene
un dominio variable de cadena pesada (VH)
que comprende una secuencia que tiene al

menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al

o\

menos 85 %, al menos 90 %, o al menos 95
de identidad de secuencia con una secuencia
seleccionada de: la sec. con num. de ident.:
124 (ATL 6532 VH); 1la sec. con num. de

ident.: 125 ATL 6533 VH).
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El anticuerpo aislado de acuerdo con las

reivindicaciones 28 a 31, en donde el anticuerpo comprende

un dominio variable de cadena ligera (VL) con las siguientes

CDR:

CDRL1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de las sec. con nums. de ident.:
169-176;

CDRL2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de las sec. con nums. de ident.:
177-183;

CDRL3 comprende la secuencia de aminodcidos
de las sec. con nums. de ident.: 184-193,
opcionalmente en donde el anticuerpo comprende
una VL con las CDR de cualquiera de los
anticuerpos ATL 6530 (sec. con nums. de
ident.: 169, 177, 184); ATL 6531 (sec. con
nams. de ident.: 170, 178, 185); ATL 6532 (sec.
con nums. de ident.: 171, 177, 186); ATL 6533
(sec. con nums. de ident.: 169, 177, 187);
ATL 6534 (sec. con nums. de ident.: 169, 177,
188); ATL 6535 (sec. con nums. de ident.: 172,
179, 189); ATL 6536 (sec. con nums. de ident.:
173, 180, 190); ATL 6537 (sec. con nums. de
ident.: 174, 181, 191); ATL 6538 (sec. con
nums. de ident.: 175, 182, 192); ATL 6539 (sec.

con nums. de ident.: 176, 183, 193).
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33. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con las
reivindicaciones 28 a 32, en donde el anticuerpo tiene un
dominio variable de cadena ligera (VL) con las siguientes

secuencias marco:

LFWR1 de las sec. con nums. de ident.: 230 a
237 y 68;

LFWR2 de las sec. con nums. de ident.: 239 a
246;

LFWR3 de las sec. con nums. de ident.: 247 a
255; vy

LFWR4 de la sec. con num. de ident.: 256 a 258,
opcionalmente en donde el anticuerpo comprende
una VL con las FWR de cualquiera de 1los
anticuerpos ATL 6530 (sec. con nums. de
ident.: 230, 238, 247, 256); ATL 6531 (sec.
con nums. de ident.: 231, 239, 248, 257);
ATL 6532 (sec. con nums. de ident.: 232, 240,
249, 258); ATL 6533 (sec. con nums. de ident.:
230, 241, 247, 256); ATL 6534 (sec. con nums.
de ident.: 233, 238, 250, 256); ATL 6535 (sec.
con nums. de ident.: 234, 242, 251, 257);
ATL 6536 (sec. con nums. de ident.: 68, 243,
252, 257); ATL 6537 (sec. con nums. de ident.:
235, 244, 253, 256); ATL 6538 (sec. con nums.
de ident.: 236, 245, 254, 256); ATL 6539 (sec.

con nums. de ident.: 237, 246, 255, 256).
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34. E1 anticuerpo aislado de acuerdo con 1las
reivindicaciones 28 a 33, en donde el anticuerpo tiene un
dominio variable de cadena ligera (VL) gque comprende una
secuencia seleccionada que tiene al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de identidad de secuencia
con una secuencia seleccionada de la sec. con num. de ident.:
132-141 (ATL6530-6539 VL), opcionalmente en donde el
anticuerpo tiene un dominio variable de cadena ligera (VL)
que comprende una secuencia que tiene al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, o al menos 95 % de identidad de secuencia
con una secuencia seleccionada de: la sec. con num. de ident.:
134 (ATL 0006532); o la sec. con num. de ident.: 135
(ATL 0006533).

35. El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquier
reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo comprende
una molécula de anticuerpo scFv, un nanocuerpo, una regidn
constante de anticuerpo, o un anticuerpo completo.

36. El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquier
reivindicacién anterior, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal y/o en donde el anticuerpo es un
anticuerpo completo y/o en donde el anticuerpo es una IgGl
O una variante de esta, opcionalmente en donde el anticuerpo
es una variante de IgGl L234A/L235A (LALA).f

37. Un dominio VH aislado de un anticuerpo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores.
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38. Un &cido nucleico aislado que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de este, que incluye un dominio VH
o VL, de acuerdo con cualquier reivindicacidédn anterior.

39. Un vector o conjunto de vectores gque comprende
el acido nucleico de acuerdo con la reivindicaciédn 38.

40. Una célula huésped que comprende el vector o
conjunto de vectores de acuerdo con la reivindicacién 39, o
una célula huésped in vitro transformada con un &cido
nucleico de la reivindicacién 38.

41. Una composiciédn que comprende un anticuerpo o
fragmento de este, que incluye un dominio VH de anticuerpo o
un dominio VL de anticuerpo, de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 36 y al menos un componente
adicional, que comprende opcionalmente un excipiente,
vehiculo o portador farmacéuticamente aceptable.

42. Un anticuerpo o fragmento de este que se une
al UNC5C, para usar en el tratamiento de una enfermedad o
trastorno neurodegenerativo, opcionalmente en donde el
anticuerpo es como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 36, y/o en donde el trastorno
neurodegenerativo se selecciona de: demencia frontotemporal
(FTD), enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Huntington
(HD), enfermedad de Parkinson (PD), esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), encefalitis inducida por el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH), encefalopatia traumatica
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crénica (CTE), demencia vascular, enfermedades pridnicas,
enfermedad corporal de Lewy, atrofia muscular espinal (SMA),
enfermedad de las neuronas motoras (MND), tales como la
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), pardlisis supranuclear
progresiva (PSP), ataxias espinocerebelosas (SCA) tipos 1,
2, 6, 7 y 17, enfermedad de Machado—Joseph (MJD/SCA3),
atrofia palidolisiana dentatorubral (DRPLA) , atrofia
muscular bulbar espinal tipo 1 ligada a X (SMAX1/SBMA),
Anderson-Fabry (enfermedad de Fabry ligada a X) y miopatias
DNAJBG6, opcionalmente en donde la enfermedad

neurodegenerativa se selecciona de FTD, AD, HD y PD.
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RESUMEN

Se describen anticuerpos que se unen al UNC5C vy
fragmentos de estos. También se describen composiciones que
5 comprenden estos anticuerpos, asli como métodos, que incluyen

métodos terapéuticos y usos terapéuticos de los anticuerpos.
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Fig. 1

MUESTRAS
Secuencias de FTD

AGRUPAMIENTO

Agrupacion de anticuerpos
basada en el grado de similitud de
secuencias

CONVERGENCIA
Descubrimiento de grupos
asociados con la resiliencia a las
enfermedades

TRIAJE EXPERTO

Filtrado de grupos basado en niveles
de activacion y sefales de resiliencia
para expresion y cribado
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% de reduccion en la toxicidad amiloide

Efecto de rescate normalizado frente a la toxicidad amiloide
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Netrina-1 2F5 mAb

VIVO: Calceina, AM Barra de escala: 100 ym
muerto: Homodimero de etidio-1

ENSAYO VIVO/MUERTO (48 horas)

100- - . |

'S @ ®
S o <

Total de células viables (%)

n
e

Control de isotipo -
Control de isotipo

Deplecion de Netrina-1

ANOVA unidireccional seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey *P<0,05.
**P<0,01, ***P<0,001 se realizd con cuatro areas diferentes seleccionadas aleatoriamente
por pocillo. Las barras de error representan la media + SEM.

Fig. 24A
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Netrina-2F5 mAb

ATLX-1282 Control de isotipo Control de isotipo

ATL5262

DAPI GAP-43 Fusionar

Barra de escala: 100 ym

Fig. 24B
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Anti-netrina-1 (2FS)

Compartimento
somatico

Compartimento
axonal

Barras de escala: 50 pm

N
o
1

Suma de recuento de fibra
F-N
T

Control de isotipo
Control de isotipo
ATLX-1282

—_
Anti-netrina-1
(2F5)

El andlisis estadistico es una prueba t no pareada de dos caras (n = 3-4 unidades
independientes}, *P <0,05, **P <0,01 en comparacién con el control de isotipo y el
grupo anti-Netrina-1. Las barras de error representan la media + SEM.

Fig. 24C
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Electrodos activos (#)

Actividad

Numero de electrodos activos -
Isotipo vs. ATLX-1282

18- Dosis 2

- Linea de control (isctipo)
Linea de control (ATLX-1282)

TDP43 (Isotipo)
- TDP43 (ATLX-1282)

Dosis = 100 nM

* Efecto del tratamiento, p<0,05

10 T T T T T T T
0 22 48 82 120 124 142
* Efecto del tratamiento, p<0,05
Fig. 25A
Disparo en rafagas
Porcentaje de disparo
en rafagas - Isotipo vs.
ATLX-1282
120- Dosis 2 ) o
l <G MN_Cri_ATL5338
Dosis 1 B MN_Cirl ATLX1282
w004 | ¥

Promedio Disparo en rafagas (%)

<3 MN_ALS_ATLS3I8
<8 MN_ALS_ATLX1282

Dosis = 100 nM

Efecto principal del genotipo, p<0,0001
ey e T -

: "
0 22 48 82 120 124 142

Tiempo después del tratamiento (h)

Fig. 25B
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Resistencia media
(Kohms)

Electrodos cubiertos (nim.)

RLE

25+

20~

15

Resistencia media (promedio) -
Isotipo vs. ATLX-1282

Dosis 2

Dosis 1 l

Efecto principal del genotipo, p=0,03

Viabilidad

-3+ Linea de control (isotipo)
-8~ Linea de control (ATLX-1282)

3+ TDP43 (Isotipo)
-B- TDP43 (ATLX-1282)

Dosis = 100 nM

- el
o o
b L

n
.

¥ 1 ¥ ¥ ¥

L] ¥
0 22 48 82 120 124 142

Tiempo después del tratamiento (h)

Nam. de electrodos cubiertos -
Isotipo vs. ATLX-1282

! Efecto principal del genotipo, p=0,003
1 Interacciones tiempo x genotipo, p=0,001

«3+ Linea de control (isotipo)
B~ Linea de control (ATLX-1282)

=3+ TDP43 (Isotipo)
- TDP43 (ATLX-1282)

T 1 T T T T T
0 22 48 82 120 124 142

Tiempo después del tratamiento (h)

Fig. 25C
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Indice de sincronia

Frecuencia de disparo media (Hz)

1,0

0,8+

0,6+

0,4+

indice de sincronia -
Isotipo vs. ATLX-1282

Dosis 2
Dosis 1 1

-@- Linea de control {isotipo)
-3~ Linea de control (ATLX-1282)

-3 TDP43 (Isotipo)
- TDP43 (ATLX-1282)

Dosis = 100 nM

* Efecto del tratamiento, p<0,05
Efecto principal del genotipo, p<0,0001

0,2 T T T B T T
0 22 48 82 120 124 142
Tiempo después del tratamiento (h)
Frecuencia de disparo media -
Isotipo vs. ATLX-1282
25+ Dosis 2
1 . _@,_--@
20+ Dosis 1 ’,@“" -®- Linea de control (isotipo)
B - Linea de control (ATLX-1282)
15- -®- TDP43 (Isotipo)
-#~ TDP43 (ATLX-1282)
10+
Dosis = 100 nM
5_
Efecto principal del genotipo, p<0,0001
0

¥ ¥

] LI B ¥ L}
0 22 48 82 120 124 142

Tiempo después del tratamiento (h)

Fig. 25D
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Datos del dia 10
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60000 - %k ok ok %k 3k ok & ok
L

40000 -

20000 -
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Respuesta (nm)

Respuesta de unién al receptor de netrina

0,3 ° » 100 nM de ATL5262
s 100 nM de ATL6178
0,2 *
0,1
0,01t i a i B s
F L L& & L
S I S R R
Antigeno
Fig. 28
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B Region de alta expresion
##E Higado ctrl

% de seccion de tejido tefiida positivamente

%k %k

% de seccion de tejido tefida positivamente

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
60/78



,/m:_._oum:_o ap anbo|g

L-euljaN anboj|g

61y ap |jos3u0d

jel ap ope

uo

1Ana1d ojuaiwelely
IS ugjel ap 01qald)

o]

. 29B

ig

F

SN (REGLA 26)

HOJA DE SUSTITUCION

61/78



aez ‘b4

: e
w.mc_hazw:uo_m

BUlISN op

J-euljaN uis anbojg

SN (REGLA 26)

HOJA DE SUSTITUCION

62/78



Unién al UNC5C [% de células positivas]

o
(o]
o4
wn
-
e
<

solo secundario

= ATLX-1282

2
c
o]
o
o
<

Wse8L DSONN

OSONN

A3

R NS €8 OSONN
OSONN

}A3

Fig. 30A

WSEBL DSONN
JSONN
A3

WSEBL JSONN
JSONN
A3

1 1 ] 1 1
Q o o o o
== ©w < o~

100~

[%] .96 seinjgo

Unién a UNC5C [MFI]

O
ks
T o @ S
£tg8 3
8 5 x o
I wm o
= + = ©
< L € 0N
iEED
NSEBL DSONN
=2SONN
A3
NSEBL DSONN
= D G ON N
A3
WGEBL DSONN
-26ONN
A3
NSEBL DSONN
J5ONN
A3
] ¥ ] 1 1 ] |
8 8 8 8 8 °
=] o =] (=2 (=1
[ =] [ =] (=] (=] (=}
W [+~ [T+ b2 o~
[I4n] odv-96)

Fig. 30B

HOJA DE SUSTITUCION

(REGLA 26)

63/78



ATL 5262 _
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Fig. 31A
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Fig. 31C
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Fig. 31D
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Fig. 31E
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