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DESCRIPCION
Inmunoglobulinas dirigidas contra NOGO

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a inmunoglobulinas, particularmente a anticuerpos que se unen a NOGO vy
neutralizan su actividad, a polinucledtidos que codifican tales anticuerpos, a formulaciones farmacéuticas que
contienen dichos anticuerpos y al uso de tales anticuerpos en el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades
neuroldgicas. Otros aspectos, objetos y ventajas de la presente invencién se haran evidentes a partir de la siguiente
descripcion.

Antecedentes de la Invencién

En occidente, el ictus es una causa principal de muerte y discapacidad. Para el tratamiento del ictus no se ha
aceptado ninguna terapia que no sea la del plasmindgeno tisular (t-PA) el cual debe administrarse en las 3 horas de
la aparicion tras una exploracion por tomografia computarizada (TC) para excluir hemorragia. Hasta ahora la
mayoria de los agentes terapéuticos dirigidos hacia el tratamiento de ictus agudo (es decir, neuroproteccion), se han
implicado predominantemente en direccion a receptores de glutamato y sus rutas de sefializacién aguas abajo que
se sabe que estan implicadas en la muerte celular aguda. Sin embargo hasta ahora estas estrategias se han
probado sin éxito en ensayos clinicos y a menudo se asocian con efectos secundarios limitantes de la dosis (Hill &
Hachinski, The Lancet, 352: (supl Ill) 10-14 (1998)). Por lo tanto existe una necesidad de nuevas estrategias
dirigidas a la mejoria de la muerte celular después del cese del flujo sanguineo. La neuroproteccion es la capacidad
de un tratamiento para prevenir o mejorar la pérdida de células neuronales en respuesta a una lesién o proceso de
enfermedad. Esto puede conseguirse dirigiendo a las neuronas, directa o indirectamente, impidiendo la pérdida de
células gliales (incluyendo oligodendrocitos).

Tras la aparicion del ictus, en algunos pacientes se observa cierto grado de recuperacién funcional espontanea, lo
gue sugiere que el cerebro tiene la capacidad (aunque limitada) de restaurarse y/o remodelarse después de una
lesion. Por lo tanto, tras la aparicion de isquemia cerebral, los agentes que tienen la posibilidad de potenciar esta
recuperacion pueden permitir realizar la intervencion mucho mas tarde (posiblemente dias). Los agentes que pueden
ofrecer neuroproteccién aguda y potenciar la recuperacion funcional pueden proporcionar ventajas significativas
sobre posibles estrategias neuroprotectoras actuales.

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por la presencia de dos caracteristicas patognomoémicas. Estas son
las placas amiloideas y los ovillos neurofibrilares compuestos por el péptido beta-amiloide agregado (AB40 y AB42) y
la tau hiperfosforilada respectivamente (Dawbam & Allen 2001 Neurobiology of Alzheimer’s Disease OUP).

Un estudio exhaustivo realizado en paciente ha demostrado una fuerte relacion entre la acumulaciéon de beta-
amiloide y el deterioro cognitivo (Naslund y col, JAMA, 22/29 de marzo del 2000, Vol.283, No, 12, pag. 1571-
1577). Esto coincide con estudios genéticos y epidemioldgicos que sugieren que algunas mutaciones en los genes
de la PPA (proteina precursora amiloidea) y de la presenilina pueden predisponer la aparicion precoz de la EA,
cuyas mutaciones también potencian los niveles del péptido AB40 y AB42, incluyendo su proporcion.

La escision de la proteina precursora amiloidea (PPA) transmembrana de tipo | por dos proteasas distintas
denominadas beta- y gamma-secretasa es necesaria para la formacién del péptido beta-amiloide. Se ha confirmado
la identidad molecular de la beta-secretasa como la aspartil-proteasa Asp2/BACE1l (Hussain y col Mol. Cell.
Neurosci. 16, 609-619 (2000); Vassar y col Science (1999), Oct, 22; 286 (5440):735-741). La naturaleza de la
gamma-secretasa continua siendo fuente de cierto debate y probablemente consiste en un complejo de alto peso
molecular que consiste al menos en las siguientes proteinas: presenilinas, Aphl, Pen2 y nicastrina (revisado en
Medina y Dotti Cell Signalling 2003 15 (9) :829-41).

El procesamiento de la PPA en el SNC probablemente sucede dentro de diversos tipos de células incluyendo
neuronas, oligodendrocitos, astrocitos y microglia. Aunque la tasa de procesamiento global de la PPA en estas
células estara influenciada por el nivel de expresion relativo de PPA, BACE1/Asp2, presenilina-1y -2, Aphl, Pen2 y
nicastrina.

Adicionalmente, factores adicionales que regulan la localizacién subcelular de la PPA también pueden influir en este
proceso, como se muestra mediante el hallazgo de que la mutacion del motivo YENP, en el dominio citoplasmico de
la PPA que bloquea su endocitosis, reduce la produccion de beta-amiloide (Pérez y col 1999 J Biol Chem 274 (27)
18851-6). La retencion del CTF-beta-PPA en el RE mediante la adicion del motivo de retencion KRQN es suficiente
para reducir la produccion amiloide en células transfectadas (Maléese y col, 2001, J. Biol. Chem. 276 (23) 20267-
20279). A la inversa, la elevacion de endocitosis, por sobre expresion de Rab5 es suficiente para elevar la secrecién
amiloide de células transfectadas (Grbovic y col 2003 J Biol Chem 278 (33) 31261-31268).

Coherente con estos descubrimientos estudios posteriores han demostrado que la reduccion celular de niveles de
colesterol (un factor de riesgo bien conocido para la AD) reduce la formacién del beta-amiloide. Este cambio era
dependiente de una endocitosis modificada como se demuestra mediante el uso de mutantes dindmicos dominantes
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negativos (K44A) y la sobreexpresion de la proteina RN-Tre activadora de la GTPasa de Rab5 (Ehehalt y col 2003 J
Cell Biol 160 (1) 113-123).

Los microdominios o plataformas (rafts) ricos en colesterol son también un sitio celular importante de produccion de
beta-amiloide y se ha observado que la PPA, BACEL y todos los componentes del complejo gamma-secretasa
residen transitoriamente en las plataformas (rafts). El entrecruzamiento de anticuerpos de PPA y BACE1 contra
plataformas ricas en colesterol fueron capaces de elevar la produccién de beta-amiloide (Ehehalt y col 2003 J Cell.
Biol. 160 (1) 113-123). De manera similar, la expresién de BACE1 anclada a GPI, que se dirige exclusivamente
contra plataformas lipidicas, es capaz de elevar la escisién de la PPA y la produccion de beta-amiloide (Cordy y col
2003 PNAS 100 (20) 11735-11740).

Actualmente se desconocen los mecanismos de recuperacion funcional subyacentes después de un ictus u de otro
suceso o enfermedad con dafio neuronal. La proliferaciéon de axones dafiados o no se ha propuesto como un posible
mecanismo. Sin embargo, aunque estudios realizados in vivo han demostrado que el tratamiento de lesiones de la
médula espinal o ictus con factores neurotréficos produce una recuperacion funcional y un grado de proliferacion
axonal potenciados, esto no demuestra ninguna relacion directa entre el grado de proliferacion axonal y la amplitud
de recuperacion funcional (Jakeman, y col. 1998, Exp. Neurol. 154; 170-184, Kawamata y col. 1997, Proc Natl
Acad. Sci. USA, 94:8179-8184, Ribotta, y col. 2000, J Neurosci. 20: 5144-5152). Adicionalmente, la proliferacion
axonal requiere una neurona viable. En enfermedades, tales como ictus, que estan asociadas con muerte celular
ampliada, la potenciacion de la recuperacion funcional ofrecida por un agente determinado después de ictus puede
por tanto realizarse mediante mecanismos distintos de la proliferacion axonal tales como diferenciacion de células
madre endogenas, activacion de rutas redundantes, cambios en la distribuciéon de receptores o excitabilidad de
neuronas o glia (Fawcett y Asher, 1999, Brain Res. Bulletin, 49: 377-391, Homer y Gage, 2000, Nature 407 963-
970).

Se piensa que la capacidad limitada del sistema nervioso central (SNC) para restaurarse después de una lesion se
debe en parte a moléculas dentro del entorno del SNC que tienen un efecto inhibidor sobre la proliferacion axonal
(crecimiento neuritico). Se piensa que la mielina del SNC contiene moléculas inhibidoras (Schwab ME y carona P
(1988) J. Neurosci. 8, 2381-2193). Como supuestos inhibidores del crecimiento neuritico se han clonado e
identificado dos proteinas mielinicas, la glicoproteina asociada a mielina (GAM) y la NOGO (Sato S. y col (1989)
Biochem. Biophys. Res. Comm.163,1473-1480; McKerracher L y col (1994) Neuron 13, 805-811; Mukhopadhyay G y
col (1994) Neuron 13, 757-767; Torigoe K y Lundborg G (1997) Exp. Neurology 150, 254-262; Schafer y col (1996)
Neuron 16, 1107-1113; documento W09522344; W09701352; Prinjha R y col (2000) Nature 403, 383-384; Chen MS
y col (2000) Nature 403, 434-439; GrandPre T y col (2000) Nature 403, 439-444; documento US005250414A;
WO0200005364A1; WO0031235).

Se han identificado tres formas de NOGO humana: NOGO-A que tiene 1192 restos de aminoacidos (N° de acceso
del GenBank AJ251383.); NOGO-B, una variante de corte y empalme que carece de los restos 186 a 1004 en el
supuesto dominio extracelular (N° de acceso de GenBank AJ251384) y una variante de corte y empalme mas corta,
NOGO-C, que también carece de los restos 186 a 1004 y también tiene un dominio amino terminal alternativo, mas
pequefio (N° de acceso de GenBank AJ251385) (Prinjha y col (2000) citado anteriormente).

La inhibicién de las proteinas inhibidoras del SNC tales como NOGO puede proporcionar un medio terapéutico para
mejorar el dafio neuronal y promover la restauracion y el crecimiento neuronal posiblemente ayudando asi a
recuperarse de lesién neuronal tal como la sostenida en ictus. Los ejemplos de tales inhibidores de NOGO pueden
incluir pequefias moléculas, péptidos y anticuerpos.

Se ha descrito que un anticuerpo monoclonal murino, IN-1, suscitado contra NI-220/250, una proteina mielinica que
es un fuerte inhibidor del crecimiento neuritico (y posteriormente se demostré que era un fragmento de NOGO-A),
promueve la regeneracion axonal (Caroni, P y Schwab, ME (1988) Neuron 1 85-96; Schnell, L y Schwab, ME (1990)
Nature 343 269-272; Bregman, BS y col (1995) Nature 378 498-501 y Thallmair, M y col (1998) Nature Neuroscience
1 124-131) y la recuperacion funcional después de lesion isquémica (Papadopoulos y col (2002) Ann Neurol 51 433-
441). También se ha descrito que NOGO-A es el antigeno para IN-1 (Chen y col (2000) Nature 403 434-
439). Bandtlow y col (European Journal of Biochemistry (1996) 468-475 241) describieron un fragmento Fab de IN-1
derivado de Escherichia coli y que era capaz de neutralizar la inhibicién del crecimiento neuritico asociada a
mielina. La administracién del fragmento Fab de IN-1 o de IN-1 humanizado a ratas que se habian sometido a
transeccién de la médula espinal también potenci6 la recuperacién (Fiedler, M y col (2002) Protein Eng. 15 931-
941; Brosamle, C y col (2000) J. Neurociencias 20 8061-8068).

En los documentos WO 04/052932 y W02005028508 se describen anticuerpos monoclonales que se unen a NOGO.
El documento WO 04/052932 desvela un anticuerpo 11C7 murino que se une con alta afinidad a determinadas
formas de NOGO humana.

La solicitud de patente WO05/061544 también desvela anticuerpos monoclonales de alta afinidad, incluyendo un
anticuerpo 2A10 monoclonal murino y generalmente desvela sus variantes humanizadas, por ejemplo H1L11 (las
secuencias para H1 y L11 se proporcionan en las SEC ID N° 33 y 34 respectivamente (sélo las secuencias de la VH
0 VL)). Los anticuerpos desvelados se unen a la NOGO-A humana con alta afinidad. El anticuerpo 2A10 murino (y
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sus variantes humanizadas con injertos en CDR) se caracteriza por las siguientes secuencias de las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR, por las siglas en inglés Complementarity Determining Region),
(determinadas usando la metodologia de Kabat (Kabat y col. (1991) “Sequences of proteins of immunological
interest”; Quinta edicion; US Department of Health and Human Services; publication del NIH (Instituto Nacional de la
Salud) N° 91-3242)) dentro de sus regiones variables de la cadena ligera y pesada:

Tabla 1:secuencias de las CDR de cadenas ligeras del anticuerpo 2A10

CDR | Secuencia

L1 RSSKSLLYKDGKTYLN (SEC ID Ne°: 4)
L2 LMSTRAS (SEC ID N°: 5)

L3 QQLVEYPLT (SEC ID Ne: 6)

Tabla 2: secuencias de las CDR de cadenas pesadas del anticuerpo 2A10

CDR | Secuencia

H1 SYWMH (SEC ID N°: 1)

H2 NINPSNGGTNYNEKFKS (SEC ID N°: 2)
H3 GQGY (SEC ID N: 3)

El documento WO05/061544 también desvela “analogos” de los anticuerpos que comprenden las CDR de las Tablas
1 y 2 anteriores, dichos “analogos” tienen la misma especificidad de unién al antigeno y/o capacidad neutralizante
que la del anticuerpo donante del cual derivan.

A pesar de que la técnica proporciona anticuerpos anti-NOGO de alta afinidad, sigue existiendo un objetivo muy
deseable el aislar y desarrollar anticuerpos monoclonales, alternativos o mejorados, terapéuticamente Utiles, que se
unan e inhiban la actividad de la NOGO humana.

El proceso de neurodegeneracion es la base de muchas enfermedades/trastornos neurolégicos que incluyen, pero
sin limitacion, enfermedades agudas tales como ictus (isquémico o hemorragico), lesién cerebral traumatica y lesién
de la médula espinal asi como enfermedades crénicas incluyendo la enfermedad de Alzheimer, demencias fronto-
temporales (tauopatias), neuropatia periférica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD),
esquizofrenia, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), esclerosis miltiple, enfermedad de Huntington, esclerosis mdultiple
y miositis con cuerpos de inclusion. Por consiguiente los anticuerpos monoclonales anti-NOGO, y similares, de la
presente invencion pueden ser (tiles en el tratamiento de estas enfermedades/trastornos. La presente invencion
proporciona anticuerpos para el tratamiento de las enfermedades/trastornos mencionados anteriormente y se
describe con detalle a continuacion.

Breve Sumario de la Invencién

La invencion proporciona un anticuerpo aislado, o fragmento del mismo, capaz de unirse a la NOGO-A humana, que
comprende una region variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID
N°: 47 y una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:
14.

El anticuerpo o fragmento del mismo puede formatearse de una manera de inmunoglobulina convencional (por
ejemplo, 1gG, IgA, IgM, etc. humana) o en cualquier otro fragmento o formato “de tipo anticuerpo” que se una a la
NOGO-A humana (para un resumen de formatos de “anticuerpos” alternativos véase Holliger y Hudson, Nature
Biotechnology, 2005, Vol. 23, N° 9, 1126-1136)).

Los anticuerpos de la presente invencion, o fragmentos de los mismos, conservan la actividad de union a la NOGO
humana de los anticuerpos que comprenden la H3 de la CDR: GQGY, en cuanto a su actividad medida en
experimentos ELISA y Biacore y en algunos casos, en estos experimentos, la actividad aumenta.

Regiones variables de cadena pesada humana o humanizada que contienen G95M (numeracion de sustitucién por
Kabat)

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la presente invencion comprenden las CDR definidas en la Tabla 3
(definidas por Kabat):



10

15

20

25

30

ES 2389380 T3

Tabla 3:

CDR | Secuencia

H1 | SYWMH (SEC ID N°: 1)

H2 NINPSNGGTNYNEKFKS (SEC ID Ne¢: 2)
H3 | MQGY (SEC ID N°: 45)

Los anticuerpos descritos en el presente documento comprenden una regién variable de la cadena pesada que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 66 (region variable H98) que adicionalmente comprende sustituciones
en las posiciones 48, 67, 68 y 79; en la que cada resto aminoacidico sustituido se reemplaza por el resto
aminoacidico en la posicidon equivalente en la SEC ID N° 7 (la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
donante 2A10).

En este contexto las sustituciones que se describen son equivalentes en concepto a “retro-mutaciones” en las que
los restos aminoacidicos del armazén humano en posiciones especificas dentro de la secuencia H98 estan retro-
mutados por los restos de aminoacidos en la posicidon equivalente dentro de la secuencia del anticuerpo donante
2A10.

Salvo que de otra manera en el presente documento se indique especificamente lo contrario, cuando en este
documento se menciona una posicion numérica de un resto aminoacidico encontrado dentro de una secuencia
especifica, la “posicion 12", se refiere, por ejemplo, a que el lector experto asigna el primer aminoacido en la
secuencia en la posicién “1” y cuenta desde la posicion 1 e identifica el aminoacido que esta en la posicion deseada,
en este ejemplo el resto aminoacidico doce en la secuencia. El lector experto observard que este sistema de
numeracién no se corresponde con el sistema de numeracion de Kabat, que con frecuencia se usa para definir las
posiciones aminoacidicas dentro de las secuencias de los anticuerpos.

Para una afinidad de unién éptima, se observo que para la humanizacion del anticuerpo de raton 2A10 (la VH a la
cual corresponde la SEC ID N° 7) el par de restos aminoacidicos en las posiciones 48 y 68, deberia ser | y A
respectivamente (como existe en 2A10) o M y V respectivamente (como existe en H98). Se espera que el hallazgo
anterior también sea pertinente para la humanizacion de la variante G95M de 2A10.

La siguiente tabla incluye detalles de tres regiones diferentes variables de cadena pesada (VH). Cada una de las VH
desveladas estd basada en la VH de H98 (SEC ID N° 66) que adicionalmente comprende las sustituciones
mencionadas en la tabla (Tabla 4) en las que el resto H98 en la posicion pertinente se sustituye por el resto 2A10 en
esa posicion (en la tabla, “-” significa que no existe sustitucion en esa posicion, y por tanto el resto permanece como
en la secuencia de H98):

Tabla 4
VH nueva (SEC ID N° X) | Resto numeérico N® | 38 | 40 | 48 | 67 [ 68 | 70 | 72 | 74 | 79
N° Kabat 38 |40 | 48 | 66 |67 |69 | 71 | 73 | 78
2A10 K| R | K| A L|V|K]|A
H98 R|IA|M|R|V|M T |V
H26 (47) -1l -1Aal-1-1-1A
H27 (48) KIR[T|K][AJL]V]K]A
H28 (49) -1 -1 lk[Aal-1-1T-1A

Por lo tanto, las regiones variables de la cadena pesada (VH) descritas en el presente documento son la VH de H26
(SEC ID N° 47), la VH de H27 (SEC ID N° 48) y la VH de H28 (SEC ID N° 49)

SEC ID 47: Construcciéon H26 humanizada de VH

QVALVASGAEVKKPGASVKWVSCKASGYTFTSYWMHWYVRQAPGQGLEWIGNIN
PSNGGTNYMNEKFKSRATMTRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELMQGYWG
QGTLVTVSS

SEC ID 48: Construccion H27 humanizada de VH

QVALVASGAEVKKPGASVKVSCRASGYTFTSYWMHWYKQRPGQGLEWIGNIN
PSNGGTNYNEKFKSKATLTVOKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELMQGYWG
QGTLVTVSS
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SEC ID 49: Construccion H28 humanizada de VH

QVALVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEWIGNIN
PSMNGGTNYNEKFKSKATMTRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELMQGYWG
QGTLVTVSS

Regiones variables de cadena pesada humana o humanizada que incluyen G101S (numeracién de sustitucion por
Kabat)

En el presente documento también se describe una region variable de la cadena pesada humana o humanizada que
comprende las CDR definidas en la Tabla 5:

Tabla 5:

CDR | De acuerdo con Kabat

H1 SYWMH (SEC ID N°: 1)

H2 NINPSNGGTNYNEKFKS (SEC ID N°: 2)
H3 GQSY (SEC ID N°: 62)

Las CDR de la Tabla 5 pueden incorporarse dentro de una secuencia de la region variable de la cadena pesada
humana. En otra realizacion, la region variable de la cadena pesada humanizada comprende las CDR indicadas en
la Tabla 5 con un armazoén de anticuerpo aceptor que tiene una identidad mayor del 40% en las regiones marco
conservadas, 0 una identidad mayor del 50%, o mayor del 60% o mayor del 65% con respecto a la regién variable
de la cadena pesada del anticuerpo donante 2A10 murino (SEC ID N° 7).

En una construccion, las CDR de la Tabla 5 se insertan en una region variable de la cadena pesada humana para
dar la siguiente secuencia (H99):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEWMGNI
NPSNGGTNYNEKFKSRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCELGQSYW
GQGTLVTVSS (SEC ID 61: Construccién H99 humanizada de VH de 2A10)

En otras construcciones, se afiaden retromutaciones adicionales a la secuencia de VH de H99 en una cualquiera de
las posiciones (indicadas por las posiciones de los restos numéricos) 38, 40. 48, 67, 68, 70, 72, 74 0 79; en la que
cada resto aminoacidico sustituido se reemplaza con resto aminoacidico en la posicién equivalente en la SEC ID N°
7 (la region variable de la cadena pesada del anticuerpo 2A10 donante) y la numeracién de las sustituciones esta
comprendida entre 1 y 9. En otras construcciones el nimero de sustitucionesesde 162,63,64, 65,66,67,u8
6 9. La VH de H99 es el equivalente de la VH de H1 (SEC ID N° 33) diferenciandose solo por que en H99, la H3 de
la CDR es GQSY en vez de GQGY como se encuentra en H1.

Para una afinidad de unién 6ptima, se observd que para la humanizacion del anticuerpo de raton 2A10 (la VH a la
cual corresponde la SEC ID N° 7) el par de restos aminoacidicos en las posiciones 48 y 68, deberia ser | y A
respectivamente (como existe en 2A10) o M y V respectivamente (como existe en H98). Se espera que el hallazgo
anterior también sea pertinente para la humanizacion de la variante G95M de 2A10.

En una construccion las retromutaciones se localizan en las posiciones indicadas en la siguiente Tabla 6 en la que el
resto H99 en la posicion pertinente se sustituye con el resto 2A10 en esa posicion (en la tabla, “-” significa que no
existe sustitucion en esa posicion, y por tanto el resto permanece como en la secuencia de H1):

Tabla 6
Nueva VH (SEC ID N° X) | Resto numéricoN° | 38 | 40 | 48 | 67 | 68 | 70 | 72 | 74 | 79
N° Kabat 38 (40|48 |66 | 67 |69 | 71 | 73 | 78
2A10 K| R | K| A LIV |K]|A
H99 RIA|IM|R|V | M|R|T]|V
H100 (63) -l -1 -1Aa]l-1-717-1A
H101 (64) K| R | K| A LIV ]|K]|A
H102 (65) -1 klA]-]-717-1A

Anticuerpos o fragmentos que comprenden las regiones variables de la cadena pesada humana o humanizada y las
regiones variables de la cadena ligera
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Las construcciones VH descritas en el presente documento pueden emparejarse con una cadena ligera para formar
una unidad de union a NOGO-A humana (Fv) en cualquier formato, incluyendo un formato de anticuerpo IgG
convencional que tiene secuencias de la cadena pesada del dominio variable y constante de longitud completa (FL,
Full Length). Los ejemplos de secuencias de la cadena pesada de IgG1 de longitud completa (FL) comprenden las
construcciones de VH de la presente invencién y mutaciones inactivadoras en las posiciones 235 y 237 (numeracion
de acuerdo con el indice de EU) para hacer que el anticuerpo no litico sea las SEC ID N° 53, 54 y 55.

SEC ID 53: Construccion H26 humanizada de cadena pesa da

QVOLVOSGAEVKKPGASVEKVSCKASGYTFTSYWM
HWVROAPGQGLEWIGNINPSNGGTNYNEKFKSRATMTROTSTSTAYMELSSL

RSEDTAVYYCELMAGYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKETSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLASSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCWVWVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVOKSRWOQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK.

SEC ID 54: Construccion H27 humanizada de cadena pes ada

QVALVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWM
HWVKQRPGQGLEWIGNINPSNGGTNYMNEKFKSKATLTVOKSTSTAYMELSSLR
SEDTAVYYCELMQGYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTYVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYMSTYRVY
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAFPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSRDE
LTEKNOQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

SEC ID 55: Construccion H28 humanizada de cadena pesa da

QVOLVOSGAEVKKPGASVEVSCKASGYTFTSYWM
HWVROQAPGOQGLEWIGNINPSNGGTNYNEKFKSKATMTROTSTSTAYMELSSLR
SEDTAVYYCELMOGYWGQGTLVTVSSASTRKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSELGTAO
TYICNVNHKPSNTKVOKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVWDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVY
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSRDE
LTKMQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VOKSRWQQGNVFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

La secuencia de la region variable de la cadena ligera que forma un Fv con las secuencias de la region variable de la
cadena pesada descritas anteriormente pueden ser cualquier secuencia que permita que Fv se la NOGO-A
humana. Por ejemplo, la region variable de la cadena ligera puede ser la cadena ligera de 2A10 (véase el
documento WO 05/061544), cuya region variable de la cadena ligera se proporciona en el presente documento
como SEC ID N° 8, o puede ser una variante humanizada de la misma. Las variantes humanizadas de la cadena
ligera de 2A10 preferentemente contienen todas las CDR de la regién variable de la cadena ligera que se describen
en la Tabla 1 injertadas sobre un armazén aceptor de la regién variable de la cadena ligera humana. Las regiones
variables de la cadena ligera humanizada incluyen L11 (SEC ID N° 34), L13 (SEC ID N° 13) o L16 (SEC ID N°
14). En la Tabla 7 se proporcionan las regiones variables de la cadena ligera alternativas que se basan en L13 y
L16, que comprenden sustituciones especificas en las posiciones de Kabat 37 y/o 45.

Tabla 7
Descripcion SEC ID N° | Secuencia
L100 (L13 + Q37R) 67 DIVMTQSPLSPVTLGQPASISCRSSKSLLYKDGKTYLN WFRQ

RPGQSPQLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGSGTDFTLKISRVEA
EDVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK
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(continuacion)

Descripcion SEC ID N° | Secuencia

L101 (L13 + Q45R) 68 DIVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFQQ
RPGQFPRLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGSGTDFTLKIRVEAE
DVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

L102 (L13 + | 69 DIVMTQSPLSLPVTLQPASISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFRQ

Q37R/G145R)
RPGQSPQLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAE

DVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

L103 (L16 + Q37R) 70 DIVMTQSPLSNPVTLGQPVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFRQ
RPGQSPQLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGSGTDFTLKISRVEA
EDVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

L104 (L16 + Q45R) 71 DIVMTQSPLSNPVTLGQPVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFLQ
RPGQSPRLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAE
DVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

L105 (L16 + |72 DIVMTQSPLSNPVTLGQPVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFRQ

Q37R/Q45R)
RPGQSPQLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAE

DVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

Las secuencias de la cadena ligera de longitud completa (FL) son L11FL (SEC ID N° 36), L13 FL (SEC ID N° 17) o
L16 FL (SEC ID N° 18).

Composiciones farmacéuticas

Un aspecto adicional de la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-
NOGO de la presente invencidon o fragmento funcional o equivalente del mismo junto con un diluyente o
transportador farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un anticuerpo anti-NOGO o fragmento del mismo de la
presente invencidn para el tratamiento o profilaxis del ictus (particularmente ictus isquémico) y otras enfermedades
neurolégicas, en particular enfermedad de Alzheimer, y tratamiento de un paciente que padece un traumatismo
mecanico en el sistema nervioso central (tal como lesion en la médula espinal).

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de un anticuerpo anti-NOGO de la invencion o un fragmento
funcional del mismo en la preparacién de un medicamento para el tratamiento o profilaxis del ictus (particularmente
ictus isquémico) y otras enfermedades neurolégicas, en particular enfermedad de Alzheimer y tratamiento de un
paciente que padece un traumatismo mecanico en el sistema nervioso central (tal como lesion en la médula espinal).

Otros aspectos y ventajas de la presente invencion se describen adicionalmente en la descripcion detallada y en las
realizaciones preferidas de la misma.

Descripcion detallada de la invenciéon

El anticuerpo o fragmento del mismo puede por tanto comprender las regiones VH de la invencién formateadas en
un anticuerpo de longitud completa, un fragmento (Fab')2, un fragmento Fab o equivalente del mismo (tal como scFv,
bi-tri- o tetra-cuerpos, Tandabs, etc.), cuando se emparejan con una cadena ligera apropiada. El anticuerpo puede
ser una IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4; o IgM; IgA, IgE o IgD o una de sus variantes modificada. Por consiguiente, el
dominio constante de la cadena pesada del anticuerpo puede seleccionarse. EI dominio constante de la cadena
ligera puede ser un dominio constante kappa o lambda. Adicionalmente, el anticuerpo puede comprender
modificaciones de todas las clases por ejemplo dimeros de IgG, mutantes de Fc que ya no se unan mas a los
receptores de Fc o medien en la unién de Clg. El anticuerpo también puede ser un anticuerpo quimérico del tipo
descrito en el documento WO86/01533 que comprende una regiéon de union a antigeno y una regién que no es
inmunoglobulina.
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La region constante se selecciona de acuerdo con la funcionalidad requerida. Normalmente, una IgG1 demostrara
capacidad litica mediante la unién al complemento y/o mediara la CCDA (citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos). Si se requiere un anticuerpo bloqueante no citotéxico, Se preferira una 1gG4. Sin embargo, los
anticuerpos de 1gG4 pueden demostrar inestabilidad en la produccién y por lo tanto puede ser mas preferible
modificar la IgG1 generalmente méas estable. En el documento EP0307434 se describen modificaciones sugeridas,
las modificaciones preferidas se incluyen en las posiciones 235 y en las bases de datos, por ejemplo, la base de
datos de KABAT®, base de datos de Los Alamos y base de datos de Swiss Protein, por homologia con las
secuencias de nucleétidos y de aminoacidos del anticuerpo donante (en este caso, el anticuerpo donante murino
2A10). Un anticuerpo humano caracterizado por una homologia con las regiones marco conservadas del anticuerpo
donante (sobre una base de aminoacidos) puede ser adecuado para proporcionar una regiéon constante de la cadena
pesada y/o una region marco conservada variable de cadena pesada para la insercion de las CDR donantes (véase
la Tabla para las CDR de 2A10 para la insercion en el armazén aceptor). De manera similar, puede seleccionarse un
anticuerpo aceptor adecuado capaz de donar regiones marco conservadas constantes o variables de la cadena
ligera. Debe observarse que no es necesario originar las cadenas pesada y ligera del anticuerpo aceptor del mismo
anticuerpo aceptor. La técnica anterior describe diversas manera de producir dichos anticuerpos humanizados -
véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-0239400 y EP-A-054951.

La expresién “anticuerpo donante” se refiere a un anticuerpo no humano que aporta las secuencias de aminoacidos
de sus regiones variables, las CDR, u otros fragmentos funcionales o analogos de los mismos al anticuerpo
humanizado y por lo tanto proporciona el anticuerpo humanizado con la especificidad antigénica y actividad
neutralizante caracteristicas del anticuerpo donante.

La expresién “anticuerpo aceptor” se refiere a un anticuerpo heterélogo con respecto al anticuerpo donante, que
proporciona las secuencias de aminoacidos de sus regiones marco conservadas de cadena pesada y/o ligera y/o
sus regiones constantes de cadena pesada y/o ligera al anticuerpo humanizado. El anticuerpo aceptor puede derivar
de cualquier mamifero siempre que sea no inmunogénico en seres humanos. Preferentemente el anticuerpo aceptor
es un anticuerpo humano.

Como alternativa, la humanizaciéon puede conseguirse mediante un proceso de “sustituciéon en superficie”. Un
analisis estadistico de regiones Unicas variables de la cadena pesada y ligera de la inmunoglobulina humana y
murina reveldé que los patrones exactos de los restos expuestos son diferentes en los anticuerpos humanos y
murinos, y que la mayoria de las posiciones individuales en superficie tienen una fuerte preferencia por un pequefio
namero de restos diferentes (véase Padlan E.A. y col; (1991) Mol. Immunol. 28, 489-498 y Pedersen J.T. y col
(1994) J. Mol. Biol 235, 959-973). Por lo tanto es posible reducir la inmunogenicidad de un Fv no humano
reemplazando restos expuestos en sus regiones marco conservadas que se diferencian de aquellas normalmente
encontradas en los anticuerpos humanos. Dado que la antigenicidad de las proteinas puede correlacionarse con la
accesibilidad superficial, el reemplazo de los restos de superficie puede ser suficiente para hacer “invisible” la regién
variable de raton al sistema inmunitario humano (véase también Mark G.E. y col (1994) en Handbook of
Experimental Pharmacology vol. 113: The pharmacology of monoclonal Antibodies, Springer-Verlag, paginas 105-
134). Este procedimiento de humanizacion se denomina “revestimiento en chapado” porque solo se modifica la
superficie del anticuerpo, los restos de soporte permanecen inalterados. En el documento W0O04/006955 se expone
una estrategia alternativa adicional.

Las “CDR” se definen como las secuencias de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad de
un anticuerpo que son las regiones hipervariables de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina. Véase, por
ejemplo, Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 42 edicion, U.S. Departament of Health and
Human Services, National Institutes Nacionales of Health (1987). En la parte variable de una inmunoglobulina hay
tres CDR (o regiones CDR) de cadena ligera y tres de cadena pesada. Por tanto, las “CDR” como se usa en el
presente documento se refiere a las tres CDR de cadena pesada, o a las tres CDR de cadena ligera (o a todas las
CDR tanto de cadena ligera como pesada, si fuera apropiado). La estructura y el plegamiento de las proteinas del
anticuerpo pueden significar que otros restos se consideran que forma parte de la regién de unién al antigeno y asi
lo entenderia un experto en la técnica. Véase, por ejemplo,. Chothia y col, (1989) Conformations of immunoglobulin
hypervariable regions; Nature 342, pags. 877-883.

Un anticuerpo biespecifico es un anticuerpo que tiene especificidades de unién por al menos dos epitopes
diferentes. En la técnica se conocen procedimientos para fabricar tales anticuerpos. Tradicionalmente, la produccién
recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la co-expresion de dos pares de cadena L - cadena H de
inmunoglobulina, en la que las dos cadenas H tienen diferentes especificidades de unién véase Millstein y col,
Nature 305 537-539 (1983), el documento W093/08829 y Traunecker y col EMBO, 10, 1991, 3655-3659. Debido al
surtido aleatorio de las cadenas H y L, se produce una posible mezcla de diez estructuras de anticuerpo diferentes
de las cuales sélo una tiene la especificidad de union deseada. Una estrategia alternativa implica la fusion de los
dominios variables con las especificidades de union deseadas con la region constante de la cadena pesada que
comprende al menos parte de la region bisagra, regiones CH2 y CH3. Se prefiere que la region CH1 contenga el
sitio necesario para la unién de la cadena ligera presente en al menos una de las fusiones. EI ADN que codifica
estas fusiones, y si se desea la cadena L, se inserta en vectores de expresion separados y después se cotransfecta
en un organismo hospedador adecuado. Esto es posible insertando las secuencias codificantes de dos o las tres
cadenas en un vector de expresién. En una estrategia preferida, el anticuerpo biespecifico esta compuesto por una
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cadena H con una primera especificidad de unién en un grupo y proporcionando en el otro grupo un par de cadenas
H-L, una segunda especificidad de union, véase el documento W094/0469. Véase también Suresh y col Methods in
Enzymology 121, 210, 1986.

En el presente documento también se describe un anticuerpo terapéutico biespecifico en el que al menos una
especificidad de union de dicho anticuerpo se une a la NOGO humana en el epitope descrito en la SEC ID N° 60. El
anticuerpo biespecifico puede comprender la secuencia MQGY (SEC ID N° 45) de la H3 de la CDR de la regién
variable de la cadena pesada . El anticuerpo biespecifico puede comprender los siguientes pares de regiones
variables de cadena pesada y ligera: H27L16 (SEC ID N° 48 + SEC ID N°14), H28L13 (SEC ID N° 49 + SEC ID N°
13) 0 H28L16 (SEC ID N° 49 + SEC ID N° 14).

Los anticuerpos de la presente invencién pueden producirse por transfeccion de una célula huésped con un vector
de expresion que comprenda la secuencia codificante para los anticuerpos de la invencién. Un vector de expresion o
un plasmido recombinante se produce colocando estas secuencias codificantes para el anticuerpo en asociacion
operativa con secuencias de control reguladoras convencionales capaces de controlar la replicaciéon y expresion en,
y/o secrecion de, una célula huésped . Las secuencias reguladoras incluyen secuencias promotoras, por ejemplo, el
promotor del CMV y secuencias sefial, que pueden derivar de otros anticuerpos conocidos. De manera similar,
puede producirse un segundo vector de expresidn que tenga una secuencia de ADN que codifique una cadena ligera
0 pesada complementaria del anticuerpo. Preferentemente este segundo vector de expresién es idéntico al primero
excepto en lo que respecta a los marcadores de seleccién y a las secuencias codificantes, para garantizar, tanto
como sea posible, que cada cadena polipeptidica se exprese funcionalmente. Como alternativa, las secuencias
codificantes de la cadena pesada y ligera para el anticuerpo modificado pueden encontrarse en un solo vector.

Una célula huésped seleccionada se co-transfecta mediante técnicas convencionales tanto con el primer como con
el segundo vector (o simplemente transfectarse mediante un solo vector) para crear la célula huésped transfectada
de la invencién que comprende las dos cadenas ligera y pesada sintéticas o recombinantes. La célula transfectada
se cultiva después mediante técnicas convencionales para producir el anticuerpo de la invencién modificado por
ingenieria genética. El anticuerpo que incluye la asociacidon de ambas cadenas pesada y/o ligera recombinantes se
selecciona del cultivo mediante un ensayo apropiado, tal como ELISA o RIA. Para construir otros anticuerpos y
moléculas modificados pueden emplearse técnicas convencionales similares.

Un sistema de expresion Util es un sistema glutamato sintetasa (tal como el comercializado por Lonza Biologics),
particularmente en el que la célula huésped es CHO o NSO (véase mas adelante). El polinucleétido que codifica el
anticuerpo se aisla y se secuencia facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, sondas
oligonucleotidicas). Los vectores que pueden usarse incluyen plasmidos, virus, fagos, transposones,
minicromosomas de plasmidos que son una realizacion tipica. Generalmente tales vectores incluyen adicionalmente
una secuencia sefial, un origen de replicacién, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor
y secuencias de terminacion de la transcripcion unidas operativamente al polinucleétido de cadena ligera y/o pesada
para facilitar la expresion. El polinucleétido que codifica las cadenas ligera y pesada puede insertarse en vectores
separados e introducirse (por ejemplo, por electroporacién) en la misma célula huésped o, si se desea, tanto la
cadena pesada como la cadena ligera pueden insertarse en el mismo vector para la transfeccion en la célula
huésped. Por tanto, en el presente documento también se describe un proceso de construcciéon de un vector que
codifica las cadenas ligera y/o pesada de un anticuerpo terapéutico, o fragmento de unién a antigeno del mismo, de
la invencién, cuyo procedimiento comprende insertar en un vector, un polinucleétido que codifica una cadena ligera
y/o una cadena pesada de un anticuerpo terapéutico de la invencion.

En el presente documento también se describe un polinucleétido que codifica una regién variable de la cadena
pesada humanizada que tiene la secuencia expuesta como SEC ID N°: 47, 48 6 49, y un polinucleétido que codifica
una cadena pesada humanizada que tiene la secuencia expuesta como SEC ID N°: 53, 54 ¢ 55.

Sera inmediatamente evidente para los expertos en la técnica que, debido a la redundancia del codigo genético,
también se encuentren disponibles en el presente documento polinucledtidos alternativos con respecto a los
desvelados en el presente documento que codificaran a los polinucleétidos de la invencion.

Para las etapas de clonacién y subclonacion empleadas en los procedimientos y en la construccion de las
composiciones de la presente invenciéon un experto en la técnica puede seleccionar vectores adecuados. Por
ejemplo puede usarse la serie pUC convencional de vectores de clonacién. Un vector, pUC19, se encuentra
disponible en el mercado a partir de distribuidoras, tales como Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido) o
Pharmacia (Uppsala, Suecia). Adicionalmente, para la clonacion, puede usarse cualquier vector que pueda
replicarse facilmente, que tenga abundantes sitios de clonacion y genes de seleccion (por ejemplo, resistencia a
antibioticos) y que se manipule facilmente. Por tanto, la seleccién del vector de clonacién no es un factor limitante en
la presente invencion. Otras secuencias vectoriales preferibles incluyen una secuencia sefial poli A, tal como de la
hormona del crecimiento bovina (HCB) y la secuencia promotora de la betaglobina (betaglopro). Los vectores de
expresion Utiles en el presente documento pueden sintetizarse mediante técnicas bien conocidas por los expertos en
esta técnica. Los genes de seleccidn tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos o a otras
toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina o (b) complementan deficiencias auxiotréficas
0 aportan nutrientes no disponibles en los medios complejo. El esquema de seleccion puede implicar detener el
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crecimiento de la célula huésped . Las células, que se han transformado con éxito con los genes que codifican el
anticuerpo terapéutico de la presente invencion, sobreviven debido, por ejemplo, a la resistencia a farmacos
conferida por el marcador de seleccién. Otro ejemplo es el marcador de seleccion denominado DHFR en el que los
transformantes se cultivan en presencia de metotrexato. Las células CHO son una linea celular particularmente Util
para la seleccién del DHFR. Los procedimientos de seleccion de células huésped transformadas y amplificacion del
namero de copias de células del transgen incluyen el uso del sistema de DHFR, véase Kaufman RJ y col J.
Mol. (1982) 159, 601-621, para una revision, véase Werner RG, Noe W, K Kopp, Schluter M, “Appropriate
mammalian expression systems for biopharmaceuticals”, Arzneimittel-Forschung. 48 (8) :870-80, agosto 1998. Un
ejemplo adicional es el sistema de expresién da la glutamato sintetasa (Lonza Biologics). Un gen de seleccién
adecuado para su uso en levaduras es el gen trpl; véase Stinchcomb y col Nature 282, 38, 1979.

Los componentes de tales vectores, por ejemplo, replicones, genes de seleccion, potenciadotes, promotores,
secuencias sefial y similares, pueden obtenerse a partir de fuentes comerciales o naturales o sintetizarse mediante
procedimientos conocidos para su uso en la direccion de la expresion y/o secrecion del producto del ADN
recombinante en un huésped seleccionado. Para este fin también pueden seleccionarse otros vectores de expresion
apropiados de los que se conocen numerosos tipos en la técnica para expresion en mamiferos, bacterias, insectos,
levaduras y hongos.

La presente invencion también incluye una linea celular transfectada con un plasmido recombinante que contiene las
secuencias codificantes de los anticuerpos o equivalentes de la presente invencion. También son convencionales las
células huésped utiles para la clonacién y otras manipulaciones de estos vectores de clonacién. Sin embargo, mas
deseablemente, se usan células de diversas cepas de E. coli para replicacién de los vectores de clonacién y otras
etapas en la construccion de los anticuerpos modificados de la presente invencion.

Las células huésped o lineas celulares adecuadas para la expresion del anticuerpo de la invenciéon son
preferentemente células de mamifero tales como NSO, Sp2/0, CHO (por ejemplo, DG44), COS, una célula
fibroblastica (por ejemplo, 3T3) y células de mieloma, y mas preferentemente una célula CHO o una célula de
mieloma. Pueden usarse células humanas, que asi permitan que se modifique la molécula con modelos de
glicosilacion humanos. Como alternativa, pueden emplearse otras lineas celulares eucariotas. La seleccion de
células huésped de mamifero adecuadas y los procedimientos para la transformacion, cultivo, amplificacién,
exploracion y produccién de productos y purificacién se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook y col.,
citado anteriormente.

Las células bacterianas pueden confirmarse como Utiles como células huésped adecuadas para la expresion de los
anticuerpos o fragmentos de los mismos (tales como los Fab o los scFv recombinantes) de la presente invencién
(véase, por ejemplo, Pluckthun, A., Immunol. Rev., 130:151-188 (1992)). Sin embargo, debido a la tendencia de las
proteinas expresadas en las células bacterianas a estar en una forma no plegada o incorrectamente plegada o en
una forma no glicosilada, cualquier fragmento recombinante producido en una célula bacteriana podria tener que
explorarse para determinar la conservacion de la capacidad de unidn al antigeno. Si la molécula expresada por la
célula bacteriana se produce en una forma correctamente plegada, esa célula bacteriana seria un huésped
deseable. Por ejemplo, en el campo de la biotecnologia, como células huésped , se conocen bien diversas cepas de
E. coli usadas para la expresién. En este procedimiento también pueden emplearse diversas cepas de B. subtilis,
Streptomyces, otros bacilos y similares.

Cuando se desee, las cepas de células de levadura, conocidas por los expertos en la materia, también se
encuentran disponibles como células huésped, asi como células de insecto, por ejemplo, de Drosophila y
Lepidoptera y sistemas de expresion virales. Véase, por ejemplo Miller y col., Genetic Engineering, 8:277-298,
Plenum Press (1986) y referencias citadas en su interior.

Los procedimientos generales mediante los cuales pueden construirse los vectores, los procedimientos de
transfeccion necesarios para producir las células huésped de la invencién y los procedimientos de cultivo necesarios
para producir el anticuerpo de la presente invencion a partir de tal célula huésped son técnicas todas
convencionales. Tipicamente, el procedimiento de cultivo de la presente invencién es un procedimiento de cultivo
asérico, normalmente mediante cultivo de células en suspension sin suero. Del mismo modo, una vez producidos,
los anticuerpos de la invencién pueden purificarse del contenido del cultivo celular de acuerdo con procedimientos
convencionales de la técnica, incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia
de columna, electroforesis en gel y similares. Tales técnicas se incluyen en la experiencia de la técnica y no limitan
la presente invencion. Por ejemplo, la preparacion de anticuerpos se describe en los documentos WO 99/58679 y
WO 96/16990.

Otro procedimiento mas de expresion de los anticuerpos puede utilizar la expresion en un animal transgénico, tal
como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 4.873.316. Este se refiere a un sistema de expresion que
utiliza el promotor de caseina de animales que cuando se incorpora transgénicamente en un mamifero permite que
la hembra produzca la proteina recombinante deseada en su leche.

En un aspecto adicional de la invencién se proporciona un procedimiento para producir un antigeno de la invencion
cuyo procedimiento comprende la etapa de cultivar una célula huésped transformada o transfectada con un vector
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que codifica la cadena ligera y/o pesada del anticuerpo de la invencion y recuperar el anticuerpo asi producido.

Las células huésped adecuadas para la clonacion o expresion de vectores que codifican los anticuerpos de la
invencion son células procariotas, de levadura o eucariotas superiores. Las células procariotas adecuadas incluyen
eubacterias, por ejemplo, enterobacteriaceas tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli (por ejemplo, ATCC
31.446; 31.537; 27.325), Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella
typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans y Shigella, asi como Bacilli tales como B. subtilisy B.
licheniformis (véase DD 266 710), Pseudomonas, tal como P. aeruginosa y Streptomyces. De las células huésped
de levaduras, también se contemplan Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces
(por ejemplo, ATCC 16.045; 12.424; 24178; 56500), Yarrowia (EP402. 226), Pichia pastoris (documento EP183.070,
véase tambiénPeng y col J. Biotechnol. 108 (2004) 185-192), Candida, Trichoderma reesia (documento
EP244.234), Penicillin, Tolypocladium y huéspedes de Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

Sin embargo, aunque la invencidon contempla especificamente células huésped de procariotas y de levadura,
tipicamente, las células huésped de la presente invencion son células de vertebrados. Las células huésped de
vertebrados adecuadas incluyen células de mamiferos tales como COS-1 (ATCC N° CRL 1650) COS-7 (ATCC CRL
1651), la linea embrionaria de rifidn humano 293, células renales de cria de hamster (BHK) (ATCC CRL 1632),
BHK570 (ATCC N° CRL 10314), 293 (ATCC N° CRL 1573), células CHO de ovario de hamster chino (por ejemplo,
CHO-K1, ATCC N° CCL 61, la linea celular CHO- DHFR tal como DG44 (véase Urlaub y col, (1986) Somatic Cell
Mol. Genet.12, 555-556)), particularmente aquellas lineas de células CHO adaptadas para cultivos en suspension,
células de Sertoli de ratén, células renales de mono, células renales de mono verde africano (ATCC CRL-1587),
células Hela, células renales caninas (ATCC CCL 34), células pulmonares humanas (ATCC CCL 75), células Hep
G2 y de mieloma o linfoma, por ejemplo, NSO (véase el documento US 5.807.715), Sp2/0, YO.

Por tanto, en una realizacion de la invenciéon se proporciona una célula huésped transformada de manera estable
gue comprende un vector que codifica una cadena pesada y/o cadena ligera del anticuerpo terapéutico o fragmento
de union a antigeno del mismo como se describe en el presente documento. Tipicamente dichas células huésped
comprenden un primer vector que codifica la cadena ligera y un segundo vector que codifica dicha cadena pesada.

Las células huésped transformadas con los vectores que codifican los anticuerpos terapéuticos de la invencion o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos pueden cultivarse mediante cualquier procedimiento conocido por los
expertos en la materia. Las células huésped pueden cultivarse en matraces de centrifugacion, frascos rotativos o
sistemas de fibra hueca pero, para la produccién a gran escala, se prefiere usar particularmente reactores de tanque
agitados para cultivos en suspension. Tipicamente los tanques agitados estan adaptados para la oxigenacion
usando, por ejemplo, rociadores, deflectores o impulsores de baja cizalla. Para columnas de burbujas y reactores
aerotransportadores puede usarse oxigenacién directa con burbujas de aire o de oxigeno que pueden
usarse. Cuando las células huésped se cultivan en un medio de cultivo asérico se prefiere complementar el medio
con un agente protector de células tal como Pluronic F-68 para ayudar a prevenir el dafio celular como resultado del
proceso de oxigenacién. Dependiendo de las caracteristicas de la célula huésped, pueden usarse
microtransportadores como sustratos para el crecimiento para lineas celulares dependientes de anclaje o las células
pueden adaptarse al cultivo en suspension (que es lo tipico). El cultivo de células huésped, particularmente células
huésped de vertebrados, puede utilizar una diversidad de modos operativos tales como cultivo semicontinuo,
procesamiento discontinuo repetido (véase Drapeau y col (1994) cytotechnology 15: 103-109), proceso discontinuo
ampliado o perfusién. Aunque las células huésped de mamifero, transformadas de manera recombinante, pueden
cultivarse en medios que contengan suero, tales como medios que comprenden suero fetal de ternero (SFT), se
prefiere que tales células huésped se cultiven en medios aséricos sintéticos, tal como se describe en Keen y col
(1995) cytotechnology 17:153-163, o en medios disponibles en el mercado, tales como ProCHO-CDM o UltraCHO™
(Cambrex NJ, USA) complementados, cuando sea necesario, con una fuente de energia, tal como glucosa y
factores de crecimiento sintéticos, tales como insulina recombinante. El cultivo asérico de las células huésped puede
requerir que estas células se adapten al crecimiento en condiciones aséricas. Una estrategia de adaptacion es
cultivar tales células huésped en suero que contenga medio y cambiar repetidamente el 80% del medio de cultivo
por el medio asérico de tal manera que las células huésped aprendan a adaptarse a las condiciones aséricas
(véase, por ejemplo Scharfenberg K. y col (1995) in Animal Cell technology: Developments towards the 21st century
(Beuvery E.C. y col eds), pags. 619-623, Kluwer Academic publishers).

Los anticuerpos de la invencién, secretados en el medio, pueden recuperarse y purificarse del medio usando una
diversidad de técnicas para proporcionar un grado de purificacion adecuado para el uso que se pretende. Por
ejemplo, el uso de los anticuerpos terapéuticos de la invencién para el tratamiento de pacientes humanos, exige
tipicamente una pureza de al menos 95%, mas tipicamente una pureza del 98% o del 99 %, en comparacion con el
medio de cultivo que comprende los anticuerpos terapéuticos. En el primer caso, los residuos celulares del medio de
cultivo se retiran tipicamente usando centrifugacion seguido de una etapa de aclarado del sobrenadante usando, por
ejemplo, microfiltracion, ultrafiltracién y/o filtracion exhaustiva. Se dispone de una diversidad de técnicas distintas,
tales como didlisis y electroforesis en gel y técnicas cromatograficas tales como cromatografia con hidroxiapatita
(HA), de afinidad (que opcionalmente implica un sistema de marcaje por afinidad tal como polihistidina) y/o
cromatografia de interaccion hidrofoba (CIH, véase el documento US 5.429.746). En una realizacion, los anticuerpos
de la invencién, después de diversas etapas de aclarado, se capturan usando cromatografia de afinidad con
proteina A o G seguido de etapas posteriores de cromatografia tal como cromatografia de intercambio i6nico y/o con
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HA, cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, de exclusion por tamafio y precipitacion con sulfato de
amonio. Tipicamente, también se emplean diversas etapas de retirada de virus (por ejemplo, nanofiltraciéon usando,
por ejemplo, un filtro DV-20). Después de estas diversas etapas, se proporciona una preparacion purificada
(tipicamente monoclonal) que comprende al menos 75 mg/ml o mas, por ejemplo, 100 mg/ml o mas del anticuerpo
de la invencién o fragmento de union a antigeno del mismo y por lo tanto forma una realizacién de la invencion. De
manera adecuada, dichas preparaciones son sustancialmente libres de formas agregadas de los anticuerpos de la
invencion.

De acuerdo con la presente invencidn se proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo anti-NOGO de la
presente invencion que se une especificamente a, y neutraliza, la actividad de la NOGO-A humana cuyo
procedimiento comprende las etapas de:

(a) proporcionar un primer vector que codifique una cadena pesada del anticuerpo;

(b) proporcionar un segundo vector que codifique la cadena ligera del anticuerpo;

(c) transformar una célula huésped de mamifero (por ejemplo, CHO) con dicho primer y segundo vector;

(d) cultivar la célula huésped de la etapa (c) en condiciones que conduzcan a la secrecion del anticuerpo a
partir de dicha célula huésped en dicho medio de cultivo;

(e) recuperar el anticuerpo secretado de la etapa (d).

Después, una vez expresado el anticuerpo, mediante el procedimiento deseado, se examina para determinar la
actividad in vitro usando un ensayo apropiado. Actualmente, para evaluar la union cualitativa y cuantitativa del
anticuerpo a NOGO, se emplean formatos de ensayo ELISA convencionales. Adicionalmente, también pueden
usarse otros ensayos in vitro para verificar la eficacia neutralizante antes de realizar estudios clinicos humanos
posteriores para evaluar la persistencia del anticuerpo en el organismo pese a los mecanismos de eliminacion
usuales.

Otras modificaciones para los anticuerpos de la presente invencion incluyen variantes de glicosilacion de los
anticuerpos de la invencion. Se sabe que, la glicosilacion de los anticuerpos en posiciones conservadas en sus
regiones constantes tiene un profundo efecto sobre la funciéon de los anticuerpos, particularmente sobre el
funcionamiento efector, tal y como los descritos anteriormente, véase por ejemplo, Boyd y col (1996), Mol.
Immunol. 32, 1311-1318. Se contemplan variantes de glicosilacion de los anticuerpos terapéuticos o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos de la presente invencion en el que se afiade, se sustituye, se selecciona o se
modifica uno o mas restos de hidratos de carbono. La introduccién de un motivo asparagina-X-serina o asparagina-
X-treonina crea un posible sitio para la uniéon enzimatica de restos de hidratos de carbono y puede por lo tanto
usarse para manipular la glicosilacion de un anticuerpo. En Raju y col (2001) Biochemistry 40, 8868-8876 la
sialilacion terminal de una inmunoadhesina TNFR-IgG se aumenté mediante un proceso de regalactosilacion y/o
resializacion usando beta-1,4-galactosiltransferasa y/o alfa, 2,3 sialiltransferasa. Se cree que el aumento de la
sialilacion terminal aumenta la semivida de la inmunoglobulina. Los anticuerpos, al igual que la mayoria de las
glicoproteinas, se producen tipicamente en la naturaleza como una mezcla de glicoformas. Esta mezcla es
particularmente evidente cuando los anticuerpos se producen en células eucariéticas, particularmente células de
mamiferos. Se han desarrollado diversos procedimientos para fabricar glicoformas definidas, véase Zhang y col,
Science (2004), 303, 371, Sears y col, Science, (2001) 291, 2344, Wacker y col (2002) Science, 298 1790, Davis y
col (2002) Chem. Rev. 102, 579, Hang y col (2001) Acc. Chem. Res 34, 727. Por tanto la invencion se refiere a una
pluralidad de anticuerpos (tipicamente monoclonales) terapéuticos (que pueden ser del isotipo 1gG, por ejemplo,
IgG1), como se describe en el presente documento, que comprende un numero definido (por ejemplo 7 o menos,
por ejemplo 5 0 menos, tal como dos o una) de glicoforma (o glicoformas) de dichos anticuerpos o fragmentos de
unioén a antigeno de los mismos.

Los agentes terapéuticos de la presente invencion pueden administrarse como un profilactico o después de un
suceso de ictus / conjunto de sintomas clinicos, o segin se requiera de otro modo. La dosis y la duracion del
tratamiento se refiere a la duracion relativa, en la circulacion humana, de las moléculas de la presente invencion y
dependiendo de la afeccién que vaya a tratarse y de la salud general del paciente un experto en la materia puede
ajustarlas. Se contempla que, para conseguir una eficacia terapéutica maxima, puede ser necesaria la dosificacion
repetida (por ejemplo una vez por semana 0 una vez cada dos semanas) durante un periodo de tiempo prolongado
(por ejemplo, de cuatro a seis meses).

El modo de administracion del agente terapéutico de la invencion puede ser cualquier via adecuada que proporcione
el agente al huésped. Los anticuerpos, y las composiciones farmacéuticas de la invencion, son particularmente Utiles
para la administracion parenteral, es decir, por via subcutanea (s.c.), por via intratecal, por via intraperitoneal (i.p.),
por via intramuscular (i.m.),por via intravenosa (i.v.), o por via intranasal (i.n.).

Los agentes terapéuticos de la invencién pueden prepararse como composiciones farmacéuticas que contengan una
cantidad eficaz del anticuerpo de la invencién como un principio activo en un transportador farmacéuticamente
aceptable. En el agente profilactico de la invencion, se prefiere una suspension o solucién acuosa que contenga el
anticuerpo modificado por ingenieria genética, preferentemente tamponado a pH fisiolégico, en una forma lista para
inyeccion. Las composiciones para administracion parenteral comprenderan normalmente una solucion del
anticuerpo de la invencién o un coctel del mismo disuelto en un transportador farmacéuticamente aceptable,
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preferentemente un transportador acuoso. Puede emplearse una diversidad de transportadores acuosos, por
ejemplo, solucion salina al 0,9%, glicina al 0,3%, y similar. Esas soluciones son estériles y generalmente carecen de
materia particulada. Esas soluciones pueden esterilizarse mediante técnicas convencionales de esterilizacién bien
conocidas (por ejemplo, filtracion). Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables, segun se requiera, para aproximarse a las condiciones fisioldgicas, tales como agentes ajustadores del
pH y agentes tamponantes, etc. La concentracion del anticuerpo de la invencién en tal formulaciéon farmacéutica
puede variar ampliamente, es decir, de menos de aproximadamente 0,5%, normalmente, o al menos
aproximadamente, del 1% a como mucho el 15 o el 20% en peso y se seleccionara principalmente en base a
volumenes de fluido, viscosidades, etc., de acuerdo con el modo de administracién particular seleccionado.

Por tanto, para inyeccién intramuscular, podria prepararse una composicion farmacéutica de la invencion que
contuviese 1 ml de agua tamponada estéril y entre aproximadamente de 1 ng a aproximadamente 100 mg, por
ejemplo, de aproximadamente 50 ng a aproximadamente 30 mg o mas preferentemente, de aproximadamente 5 mg
a aproximadamente 25 mg, de un anticuerpo de la invencién. De manera similar, para infusién intravenosa, podria
constituirse una composicion farmacéutica de la invencién que contuviese de aproximadamente 250 ml de solucién
de Ringer estéril y aproximadamente de 1 a aproximadamente 30 y preferentemente de 5 mg a aproximadamente 25
mg de un anticuerpo de la invencion modificado por ingenieria genética por ml de solucién de Ringer. Los
procedimientos reales para preparar composiciones que puedan administrarse por via parenteral se conocen bien o
seran obvios para los expertos en la materia y se describen con mas detalle, por ejemplo, en Remington’s
Pharmaceutical Science, 152 ed. Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania. Para la preparacion de
formulaciones de anticuerpos de la invenciéon que puedan administrarse por via intravenosa véase Lasmar U y
Parkins D “The formulation of Biopharmaceutical products”, Pharma. Sci.Tech.today, pags. 129-137, Vol. 3 (3 de
abril del 2000), Wang, W "Instability, stabilisation and formulation of liquid protein pharmaceuticals”, Int. J. Pharm 185
(1999) 129-188, Stability of Protein Pharmaceuticals Part A and B ed Ahern T.J., Manning M.C., Nueva York, NY:
Plenum Press (1992), Akers,M.J. "Excipient-Drug interactions in Parenteral Formulations”, J.Pharm Sci 91 (2002)
2283-2300, Imamura, Ky col ., "Effects of types of sugar on stabilization of Protein in the dried state", J Pharm Sci 92
(2003) 266-274, lzutsu, Kkojima, S. "Excipient crystalinity and its protein-structure-stabilizing effect during freeze-
drying”, J Pharm. Pharmacol, 54 (2002) 1033-1039, Johnson, R, "Mannitol-sucrose mixtures-versatile formulations
for protein lyophilization", J. Pharm. Sci, 91 (2002) 914-922. Ha,E Wang W, Wang Y.j. "Peroxide formation in
polysorbate 80 and protein stability”, J. Pharm Sci, 91, 2252-2264, (2002).

Se prefiere que, cuando el agente terapéutico de la invencion, esté en una preparacion farmacéutica, se presente en
formas de dosificacion unitaria. Los expertos en la técnica determinaran faciimente las dosis apropiadas,
terapéuticamente eficaces. Para tratar eficazmente el ictus y otras enfermedades neuroldgicas en un ser humano, se
contempla administrar, una dosis dentro del intervalo de 700 a 3500 mg por 70 kg de peso corporal de un anticuerpo
de la presente invencion, por via parenteral, preferentemente s.c, i.v. o i.m. (intramuscularmente). Dicha dosis
puede, si fuera necesario, repetirse a intervalos de tiempo apropiados seleccionados segin sea apropiado por un
médico.

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden liofilizarse para su conservacion y reconstituirse en un
transportador adecuado antes de su uso. Se ha demostrado que esta técnica es eficaz con inmunoglobulinas
convencionales y pueden emplearse técnicas de liofilizacion y reconstitucién conocidas en la materia.

Los anticuerpos de la invencién también pueden usarse en procedimientos de tratamiento para disminuir o detener
el avance y/o la aparicién de la enfermedad de Alzheimer, ademas de (0 como una alternativa a) tratar la
enfermedad establecida en un paciente humano.

Las enfermedades o trastornos neurolégicos, como se usa anteriormente en el presente documento, incluyen, pero
sin limitacién, lesion cerebral traumatica, lesion de la médula espinal, demencias fronto-temporales (tauopatias),
neuropatia periférica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y, en particular, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis multiple o esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

Los anticuerpos de la invenciéon también puede usarse en un procedimiento para promover la proliferacion axonal
que comprende la etapa de poner en contacto un axén humano con un anticuerpo anti-NOGO de la presente
invencion. Este procedimiento puede realizarse in vitro o in vivo, preferentemente los procedimientos se realizan in
vivo.

Los anticuerpos de la invencion también pueden usarse en un procedimiento para modular la producciéon de un
péptido amiloidogénico que comprende poner en contacto una célula que esta expresando el precursor a partir del
cual deriva el péptido amiloidogénico y un polipéptido de NOGO (por ejemplo, NOGO-A humana) con un anticuerpo
anti-NOGO de la presente invencién. En realizaciones tipicas, el precursor es la PPA (proteina precursora
amiloidea). En realizaciones tipicas adicionales, el péptido amiloidogénico es AB, mas preferentemente AB40, Ap42
0 una combinacion de ambos.

Como se usa en el presente documento, la expresién “recuperacion funcional”, se refiere a una mejoria motora y/o
sensorial y/o conductual en un sujeto después de, por ejemplo, un suceso isquémico o una lesion isquémica o

14



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2389380 T3

conjunto de sintomas clinicos. La recuperacion funcional en seres humanos puede evaluarse mediante instrumentos
disefiados para medir funciones neurolégicas elementales tales como fuerza, sensacion y coordinacion motora,
funciones cognitivas tales memoria, lenguaje y capacidad de seguir instrucciones y capacidades funcionales tales
como actividades basicas de la vida diaria o actividades con equipos. La recuperacion de la funcién neurolégica
elemental puede medirse con instrumentos tales como la escala del ictus del NIH (NIHSS), la recuperacion de la
funcién cognitiva puede medirse con ensayos neuropsicoldgicos tales como el ensayo de designacién de Boston,
ensayos de trazo, y ensayo de aprendizaje verbal de California y las actividades de la vida diaria pueden medirse
con instrumentos tales como la escala de ADCS/ADL (estudios clinicos de enfermedad de Alzheimer/actividades de
vida diaria) o la escala de actividades de la vida diaria de Bristol, todos estos ensayos y escalas son conocidos en la
técnica.

Los siguientes ejemplos ilustran, pero no limitan la invencion.
Ejemplo 1, Construccion y expresion de anticuerpos anti-NOGO humanizados

Se prepararon de novo construcciones humanizadas de Vyy Vi acumulando oligonucleétidos solapantes que
incluian sitios de restriccion para la clonacién en vectores de expresion de mamiferos Rid y Rin (o cualquier otro
vector de expresion adecuado para la expresion de proteinas en células de mamiferos) asi como una secuencia
sefial humana. Se introdujeron los sitios de restriccion Hind 11l y Spe | para formar el dominio de Vy que contenia la
secuencia sefial CAMPATH-1H para la clonacién en RId que contenia la region constante yl humana mutada para
impedir la actividad ADCC y CDC (L235A y G237A — sistema de numeracion segun el indice de EU). Se introdujeron
los sitios de restriccion Hind 11l y BsiWI para formar el dominio de V. que contenia la secuencia sefial CAMPATH-1H
para la clonacién en RIn que contenia la regidn constante kappa humana.

Secuencia sefial CAMPATH-1H: MGWSCIILFLVATATGVHS (SEC ID N°: 31)

Se produjeron plasmidos que codificaban las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada de la IgG humana, en
la que las CDR eran las descritas en la Tabla 2. A partir de aquellos plasmidos previos existentes se produjeron
plasmidos que codificaban las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada de la IgG humana, en la que las
CDR eran las descritas en la Tabla 3, introduciendo mutaciones puntuales sencillas, G95M (numeracion de Kabat),
usando el kit QuickChange (Stratagene).

La siguiente tabla desvela que secuencias de proteina de cadena pesada de longitud completa se realizaron en los
vectores plasmidicos y que secuencias se emparejaron, en cuanto a que la Unica diferencia en las secuencias de
aminoacidos de las secuencias emparejadas de la cadena pesada de longitud completa (FL) era una sustitucion en
la posicion G95M (numeracién de Kabat) dentro de la CDR H3 de la regién variable:

Tabla 8
CDR como se definen en la Tabla 2 | Sustitucion en G95M (para formar la CDR H3 de la Tabla 3)
H1 FL (SEC ID N° 35) No realizada
H6 FL (SEC ID N° 15) H26 FL (SEC ID N° 53)
H16 FL (SEC ID N° 16) H27 FL (SEC ID N° 54)
H20 FL (SEC ID N° 42) H28 FL (SEC ID N° 55)

Después, los plasmidos que codificaban las cadenas pesadas se co-transfectaron dentro de células CHO (para mas
detalles véase el Ejemplo 2) con una de las siguientes secuencias de la cadena ligera de longitud completa: L11 FL
(SEC ID N° 36), LI3 FL (SECID N° 17) 0 L16 FL (SEC ID N° 18).

En paralelo, se produjo una quimera, denominada HclLc, (que es la quimera de 2A10 (SEC ID N° 9 y 10 - las
cadenas de longitud completa que comprende las regiones constantes de la IgG humana y la VL (SEC ID N° 8) y VH
(SEC ID N° 7) murina de 2A10).

Ejemplos 2: Expresién de anticuerpos en células CHO

Los plasmidos RId y RIn (u otros vectores adecuados para su uso en células de mamiferos) que codificaban
respectivamente las cadenas pesada y ligera se co-transfectaron transitoriamente dentro de células CHO y se
expresaron a pequefia escala o a gran escala para producir anticuerpos. Como alternativa, los mismos plasmidos se
co-transfectaron dentro de células CHO- DHFR por electroporacion y, usando un medio sin nucledsidos, se
seleccion6 una poblacion policlonal estable de células que expresaban el anticuerpo apropiado (Rid contenia el gen
de DHFR, Rin contenia un marcador de seleccion de neomicina). En algunos ensayos, los anticuerpos se evaluaron
directamente a partir del sobrenadante de cultivo tisular. En otros ensayos, el anticuerpo recombinante se recuperd y
se purificd por cromatografia de afinidad en sefarosa con proteina A.
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Ejemplo 3, el anticuerpo anti-NOGO humanizado se une a NOGO

La NOGO-A56 humana marcada con GST (véase el Ejemplo 5) se revisti6 a 0,05-1 pg/ml en PBS sobre placas
Immunosorp Nunc (100 pl por pocillo) a 4C durante una noche. Los pocillo s se aclararon una vez con TBS + Tween
al 0,05% (TBST) y después, para bloquear los sitios de unién no especificos, se incubaron con BSA al 2% en TBST
a temperatura ambiente durante 1 hora. Los anticuerpos se diluyeron en TBST + BSA al 2% contra 10 pg/ml y se
realizaron diluciones 1/2 a partir de esto. Se afiadieron anticuerpos a los pocillos por duplicado y se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. Los pocillos se lavaron tres veces con TBST, después se incubaron con anti-
kappa humano conjugado con peroxidasa (1:2000) durante 1 hora. Los pocillos se lavaron tres veces con TBST y
después se incubaron con 100 pl de sustrato de peroxidasa OPD (Sigma) por pocillo durante 10 minutos. La
reaccion de color se detuvo mediante la adicion 25 pl de H,SO4 concentrado. Se midié la densidad 6ptica a 490 nm
usando un lector de placa. Los valores de fondo se leyeron de los pocillos sin sustraer ningln anticuerpo.

Las Figuras 1-4 ilustran la unién dependiente de la dosis de los anticuerpos humanizados en comparacién con la
quimera (denominada HclLc que es la quimera de 2A10 (que comprenden las regiones constantes de la IgG humana
y la VL (SEC ID N° 8) y VH (SEC ID N° 7) murina de 2A10) a la NOGO-A56 humana marcada con GST (véase el
Ejemplo 5 para mas detalles) en un ensayo ELISA. El eje Y muestra la densidad 6ptica (DO) medida a 490 nm, una
medida cuantitativa del anticuerpo capturado en los pocillos. El eje X muestra la concentracion del anticuerpo usado
(mcg/ml) por pocillo a cada punto de datos.

El material de anticuerpo usado en las Figuras 1-4 es anticuerpo purificado generado por el sistema de expresion
policlonal o transfecciones transitorias a gran escala. En estos casos, los niveles de 1gG se cuantificaron por ELISA'y
densidad optica.

Los resultados de los experimentos mostrados en las Figuras 1-4 muestran que la inclusion de la mutacién en G95M
mejora el rendimiento del anticuerpo. La Unica excepcion es H27L16 mostrado en la Figura 3 y 4 cuyo rendimiento
es muy malo. Se cree que estos datos se obtienen por un problema técnico no identificado con el ensayo de
H27L16, ya que, al contrario, en otros ensayos, H27L16 ha dando un buen rendimiento (en ensayos ELISA
mostrados en las Figuras 1 y 2 y en ensayos Biacore (Tablas 9 y 10)). También se ha demostrado que H27L16
funciona muy bien en experimentos posteriores (véanse las Figuras 9y 10).

Ejemplo 4, Protocolo de cuantificacion de los anticuerpos

Se revistieron placas Nunc Immunosorp con un anticuerpo de captura anti-cadena de IgG humana de cabra (Sigma
N° 13382) a 2 pug/ml en tampdn bicarbonato (Sigma N° C3041) y se incubaron durante una noche a 4C. Las placas
se lavaron dos veces con TBS que contenia Tween 20 al 0,05% (TBST) y se bloquearon con 200 pl de TBST que
contenia BSA al 2% (o del 1-3%) (tampdn de bloqueo) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se
lavaron dos veces con TBST. Los sobrenadantes del cultivo tisular que contenian el anticuerpo se titularon a través
de la placa en etapas de dilucion 2 veces en tampén de bloqueo y se incubaron a temperatura ambiente durante 1
hora. Las placas se lavaron tres veces con TBST. El anticuerpo H23 conjugado con HRP (anti-cadena kappa
humana de cabra, Sigma N° A7164) se diluy6 a 1:2.000 en TBST y a cada pocillo se afiadieron 100 pl. Las placas se
incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces con TBST y se desarrollaron con
100 pl de sustrato OPD-Fast (Sigma N° P9187). Se dejo que el color se desarrollase durante un tiempo de 5-10
minutos después del cual se detuvo el ELISA con 25 pl de H,SO4 3M. En un lector de placa se ley6 la absorbancia a
490 nm y se determind la concentracién de anticuerpo por referencia a una curva patréon.

Ejemplo 5 . Produccion del fragmento NOGO-A (NOGO-A56, SEC ID N°: 32)

Se cred una secuencia de ADNc que codificaba un polipéptido que comprendia los aminoacidos 586-785 y un
marcador de GST (SEC ID N°; 32) de la NOGO-A humana clonando un ADNc que codificaba los aminoacidos 586-
785 de la NOGO-A humana en los sitios BamHI-Xhol de pGEX-6P1 para generar una proteina de fusion marcada
con GST denominada NOGO-A56- humana-marcada con GST. El plasmido se expresé en células BL21 en medio
2XTY con ampicilina 100 pg/ml tras induccién con IPTG a 0,5 mM a 37 € durant e 3 horas. Los sedimentos celulares
se lisaron por tratamiento con ultrasonido y la proteina de fusion se purific6 usando glutation-sefarosa (Amersham
Pharmacia) siguiendo las instrucciones del fabricante. La proteina purificada se eluy6 usando glutation reducido y se
dializ6 exhaustivamente frente a PBS, se cuantificé usando patrones de BSA y un ensayo de proteina basado en
Coomassie de BioRad y después se conservé en alicuotas a -80°C.

Ejemplo 6 . Andlisis por BiaCore de anticuerpos monoclonales anti NOGO humanizados

La cinética de unién del anticuerpo monoclonal (mAb) anti-NOGO, que expresaba de manera recombinante la
NOGO-A humana marcada con GST, se analizé usando el biodetector Biacore3000 o BlAcore T100. La microplaca
con hNOGO-A se preparo de la siguiente manera:
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Procedimiento

La NOGO-A56 humana marcada con GST se inmovilizé en microplaca CM5 por acoplamiento con amina primaria
usando el programa Wizard de Biacore disefiado niveles de inmovilizacion diana. La superficie detectora de CM5 se
activd haciendo pasar una solucién de N-hidroxi-succinimida (NHS) 50 mM y N-etil-N’-dimetilaminopropil carbonida
(EDC) 200 mM. Después se hizo pasar la NOGO-A56 humana marcada con GST en tampén de acetato de sodio,
pH 5,0 o pH 4,5, sobre la microplaca y se inmovilizé. Después de completar la inmovilizacién cualquiera de los
ésteres aun activados se bloguearon mediante una inyeccién de clorhidrato de etanolamina 1M, pH 8,5.

Los mAb anti-NOGO se diluyeron de manera descendente en HBS-EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM,
EDTA 3 mM y tensioactivo P-20 al 0,005%) para el BIAcore 3000 o en HBS-EP+ (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150
mM, EDTA 3 mM y tensioactivo P-20 al 0,05%) en el caso del BIAcore T100 y se realizaron estudios de unién a
intervalos de concentraciones definidas del anticuerpo. Todos los procesos se relacionaron frente a una superficie
detectora en blanco (una que se habia activado y bloqueado como se describe al principio pero a la que no se habia
afnadido ligando). El analisis de unién se realiz6 usando el programa informatico de andlisis cinético BlAevaluation
version 4,1 para el programa informatico de analisis BIAcore 3000 y T100 version 1,0. Los andlisis Biacore de otros
anticuerpos de la invencién siguieron esencialmente el mismo protocolo que el descrito en el presente documento. A
menos que se indique otra cosa, los experimentos Biacore se realizaron a 25T.

En la siguiente seccion de resultados cada tabla de datos representa los resultados obtenidos a partir de un
experimento individual.

Resultados - Tabla 9

Anticuerpo | ka (1/Ms) | kd (1/s) | KD (pM)
Hclc 3,19E6 2,49E-3 | 779
H27L13 6,2E6 1,8E-3 291
H26L13 3,23E6 3,11 E-3 | 963
H28L13 7,26E6 3,3E-3 454
H27L16 6,24E6 1,21E-3 | 194
H27L16 7,25E6 2,14E-3 | 296

Resultados - Tabla 10

Anticuerpo ka (1/Ms) | kd (1/s) | KD (nM)
HcLc (25) 2,66E6 3,13E-3 | 1,18
HclLc (37C) 5,08E6 7,74E-3 | 1,46
H16L16 (25C) |3,43E6 3,72E-3 | 1,08
H16L16 (37C) |5,31 E6 6,16E-3 | 1,16
H20L16 (25°C) | 4,69E6 542E-3 | 1,16
H20L16 (37<C) |7,17E6 1,08e-3 | 1,51
H27L16 (25C) | 3,94E6 1,50E-3 | 0,380
H27L16 (37C) |7,18E6 3,06E-3 | 0,426
H27L13 (25C) | 3,50E6 2,13E-3 | 0,606
H27L13 (37C) | 6,58E6 4,22E-3 | 0,641
H28L16 (25C) |4,33E6 2,64E-3 | 0,610
H28L16 (37<C) |7,73E6 5,24E-3 | 0,678
H28L13 (25C) |4,16E6 3,89E-3 | 0,936
H28L13 (37<C) |7,43E6 7,59E-3 | 1,02

Resultados - Tabla 11

Anticuerpos | ka (1/Ms) | Kd (1/s) | KD (nM)
HclLc 3,17E6 2,33E-3 | 0,74
H26L13 3,45E6 2,88E-3 | 0,87
H27L13 6,58E6 1,83E-3 | 0,28
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H28L13 6,97E6 3,17E-3 | 0,45
H28L16 6,89E6 1,95E-3 | 0,28

Ejemplo 7: Analisis BiaCore de anticuerpos monoclonales anti NOGO humanizados usando clasificacion de
constante de disociacion

La microplaca de NOGO-A56 humana marcada con GST se prepard del mismo modo que para el analisis
cinético. Los sobrenadantes celulares se tomaron directamente a partir de transfecciones transitorias de células
CHO-K1. Estas se hicieron pasar directamente sobre la superficie detectora y se midio la interaccion. Se usé un
sobrenadante celular transfectado simulado para una doble relacién para retirar cualquier artefacto debido al medio
de cultivo tisular. Todos los procesos se relacionaron frente a una superficie detectora en blanco (una que se habia
activado y bloqueado como se ha descrito al principio pero a la que no se habia afadido ligando). El andlisis de
union se realizé usando el programa informatico de analisis cinético BlAevaluation version 4,1.

Ejemplo 8: Mapeo Peptidico

Se obtuvieron 47 péptidos solapantes que abarcaban la parte de la NOGO-A56 del dominio de la NOGO-A56
humana marcada con GST (SEC ID N° 32) (de Mimotope™). Los péptidos tenian una longitud de 16 aminoacidos
con un aminoé&cido en la posicidn solapando con el péptido adyacente (cada péptido comprendia adicionalmente una
secuencia SGSG marcada con biotina en el extremo N) con la excepcién del primer péptido que tenia un marcador
de GSG-biocitina en el extremo C. Los péptidos se usaron para el mapeo epitdpico del sitio de unién de 2A10 y
H28L16.

Procedimiento para el mapeo epitdpico:

Se revistieron con estreptavidina a 5 pg/ml en agua estéril placas Nunc immunosorp (100 pl por pocillo) a 37C
durante una noche. Las placas se aclararon 3 veces con PBS que contenia Tween a 0,05% (PBST) después se
bloquearon con BSA al 3% en PBST a 4C durante una noche. Las placas se lavaron 3 veces con PBST. Después
se afiadieron los péptidos a los pocillos a una concentraciéon de aproximadamente 10 pg/ml (diluido en BSA al 3% en
PBST) y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con PBST , después
se incubaron durante 1 hora con anticuerpos anti-NOGO diluidos a 5 pg/ml en BSA al 3% en PBST. Las placas se
lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron con anti-kappa humana o anti-kappa de ratén conjugado con
peroxidasa (1:1000, diluido en BSA al 3% en PBST) durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con PBST y
después se incubaron con 100 pl de sustrato de peroxidasa OPD (Sigma) por pocillo durante 10 minutos. La
reaccion del color se detuvo por la adicion de 50 pl de H>SO4 3 molar. Usando un lector de placa, se midié la
absorbancia a 490 nm.

Los datos indicaron que 2A10 y H28L16 se unian a los péptidos 6 y 7 cuya parte especifica NOGO se proporciona
en la SEC ID N° 73 y SEC ID N° 74 respectivamente, ambas de las cuales contienen la secuencia
VLPDIVMEAPLN. Estos resultados indican que VLPDIVMEAPLN (SEC ID N°60) contiene el epitope de unién de
2A10 y H28L16.

Ejemplo 9: Comparacion de HcLc y Hclc que contiene la mutacion G95M de la CDR H3

Se construyé una variante modificada de HclLc a partir de plasmidos de expresion existentes introduciendo una
mutacion puntual sencilla, G95M (numeracion de Kabat), usando el kit QuikChange (Stratagene). En la SEC ID N°
59 se proporciona la secuencia de proteina del dominio variable Hc de la cadena pesada (G95M).

Hc (G95M) Lc se expreso en células CHO como se ha descrito anteriormente. El anticuerpo se cuantificé como se
describe en el Ejemplo 4. Las Figuras 5 y 6 muestran una comparativa de la actividad de union de Hc (G95M) Lc y
HcLc determinada usando un ELISA de unién a NOGO-A humana en el que la NOGO se revistid sobre placas Nunc
immunosorp a 0,05 (Figura 5) y 1 ug/ml (Figura 6). La siguiente Tabla 12 muestra una comparativa de las afinidades
de unién de Hc (G95M) Lc y Hclec.

Tabla 12, constante de disociacion medida por clasificacién Biacore en base a un experimento

Anticuerpo Secuencia ID de la regién variable de cadena pesada | constante de disociacion kd (1/s)
H6L13 11 1,38E-2
H6 (G95M) L13 47 4,31E-3
HclLc 7 2,66E-3
Hc (G95M) Lc 59 6,14E-4

Los datos demuestran que la sustitucion de G95M dentro de la CDR H3 no solamente aumenta la actividad de union
de los anticuerpos humanizados (H6L13), sino también la del anticuerpo donante murino 2A10 (HcLc).

Ejemplo 10: Construccion y ensayo de anticuerpos NOGO que contienen sustituciones en la CDR H3
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Se cred un panel de 90 regiones variables de cadena ligera mediante mutaciones puntuales sencillas en los restos
contenidos en la CDR H3, o en la leucina precedente. Especificamente, se prepararon vectores que codificaban una
cadena pesada (en base a H6FL, SEC ID N° 15) que codificaban las regiones variables de la cadena pesada en la
gue se sustituyd cada resto aminoacidico CDR H3 y la leucina precedente (usando el kit QuikChange (Stratagene))
con todos los aminoéacidos de origen natural restantes, excluyendo la cisteina, y se expresaron junto con una cadena
ligera (L13FL, SEC ID N° 17) para dar 90 anticuerpos diferentes. Estos anticuerpos se sometieron a ensayo con
respecto a la union a NOGO en experimentos ELISA y Biacore.

Las Figuras 7 y 8 muestran una comparativa de la actividad de unién de las variantes de H6FL en comparacion con
H6FL L13FL. Las Tablas 13 y 14 muestran una comparativa de la cinética de disociacién, medida por Biacore — solo
se muestran los resultados de aquellos anticuerpos que tuvieron una constante de disociaciéon medible en el ensayo
Biacore y que tuvieron una actividad de unién comparable con HEL13 en ELISA.

Tabla 13

Anticuerpo parental | CDR3 VH | kd (1/s)

H6L13 MQGY 4,85E-03
HclLc GQGY 5,58E-03
H6L13 GONY 9,66E-03
H6L13 GQLY 1,32E-02
H6L13 IQGY 1,72E-02
H6L13 RQGY 1,75E-02
H6L13 GQSY 1,86E-02
H6L13 GQGY 1,98E-02
H6L13 GSGY 2,07E-02
H6L13 GDGY 2,12E-02
H6L13 GQGW 2,16E-02
H6L13 GIGY 2,57E-02
H6L13 GQYY 3,28E-02
H6L13 GQFY 3,35E-02
H6L13 WQGY 1,98E-02
H6L13 GAGY 3,15E-02
H6L13 GLGY 1,90E-02
H6L13 GVGY 1,78E-02
H6L13 GQWY 1,77E-02

Conclusiones

Los resultados indican que los anticuerpos que conservan las propiedades de unién del 2A10 murino, y el anticuerpo
H6L13 que contiene GQGY, son los que contienen las CDR H3 siguientes: RQGY, IQGY, MQGY, GDGY, GIGY,
GSGY, GONY, GQYY, GQSY, GQLY, GQFY, GQGW, WQGY, GAGY, GLGY, GVGY, GQWY.

Ejemplo 11, Comparativa de mab que contiene GQGY (H20L16) con los mab de la variante G95M (H27L16 y H28L
13y H28L16)

Los anticuerpos indicados en la Tabla 14 se fabricaron como se ha descrito anteriormente.

Tabla 14 — Anticuerpos anti-NOGO-A 2A10 humanizados que proporcionan el nimero total de retromutaciones para
el anticuerpo completo (2 x cadena pesada + 2 x cadena ligera).

Anticuerpo | NUumero total de retromutacio nes por anticuerpo/tetramero completo
H20L16 22
H28L16 22
H28L13 16
H27L16 32

19



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2389380 T3

Caracteristicas de union in vitro

En un intento de clasificar los anticuerpos, se investigaron sus propiedades de unién en una serie de ensayos que
incluian ELISA, ELISA de formato inverso, ELISA competitivo, Biacore y citometria de flujo.

11.1 Unién a NOGO-A humana recombinante en ELISA

Se investigo la capacidad de los anticuerpos para unirse a la NOGO-A humana recombinante (NOGO-A56 humana
marcada con GST) mediante diversos ensayos relacionados con ELISA (realizados en un protocolo relacionado,
aunque ligeramente diferente, como el descrito en el Ejemplo 3). En el primer ensayo, la placa se revistié
directamente con la NOGO-A recombinante a diversas concentraciones de antigeno diferentes. Los resultados del
ensayo ELISA de unién directo cuando el antigeno se carga a 1 mcg/ml o 0,05 mcg/ml se muestran en la Figura 9A
y Figura 9B respectivamente. Los datos confirman que todos los anticuerpos muestran actividades de union
comparables a las de la NOGO-A humana recombinante cuando se comparan con la forma quimérica del anticuerpo
parental (HcLc). A concentraciones de revestimiento de antigeno mas altas, todos los anticuerpos producen un valor
de CE5O0 similar. Por otro lado, a una concentracion de revestimiento de antigeno inferior el ensayo fue capaz de
discriminar entre los anticuerpos. Aunque no se obtuvieron curvas de saturacion, un andlisis de tendencias sobre las
lineas reveld el siguiente orden de clasificacién: H27L16> H28L16, H28L13, H20L 16.

En un experimento paralelo, se invirtié el formato del ensayo. En este formato, el anticuerpo se capturé sobre la
placa y la union de la NOGO-A humana recombinante (NOGO-A-56 humana-GST) se detectd usando el marcador
de GST. Los resultados de este ELISA en formato inverso se muestran en la Figura 10. Los datos confirman que
todos los anticuerpos muestran una actividad de unién comparable con la de la NOGO-A humana recombinante
cuando se comparan con la forma quimérica del anticuerpo parental (HcLc). Este formato de unién ELISA no
distingue entre los anticuerpos.

11.2 ELISA competitivo

Se evalud la capacidad de los anticuerpos para competir directamente con el anticuerpo parental para el mismo
epitope sobre la NOGO-A humana usando un ensayo ELISA competitivo. Las placas de revistieron con NOGO-A
humana recombinante (NOGO-A56 humana-GST). El anticuerpo parental 2A10 y los anticuerpos humanizados se
mezclaron previamente antes de afiadirse a las placas. La unién de 2A10 se cuantificé usando un anti-IgG de ratén
conjugado con HRP (Dakocytomation, N° P0260). Los resultados mostrados en la Figura 11 confirman que los
cuatro anticuerpos pueden competir con 2A10. Esto sugiere que los anticuerpos humanizados y el anticuerpo
parental reconocen un epitope solapante sobre la NOGO-A humana. Adicionalmente, la actividad de los anticuerpos
humanizados es comparable o mayor a la de la quimera HcLc. Los resultados indican que H27L16, H28L16 y
H28L13 son mas fuertes que H20L16.

11.3 Mediciones de afinidad por Biacore

Se us6 Biacore para determinar afinidades y clasificar anticuerpos usando dos metodologias diferentes. En la
primera estrategia, la NOGO-A recombinante se acopld a la superficie de la microplaca y se hizo pasar anticuerpos
anti-NOGO-A sobre esta superficie. En la segunda estrategia, se us6 proteina A para capturar el anticuerpo sobre la
superficie de la microplaca sobre la cual se hizo pasar la NOGO-A56 humana recombinante-GST. Los resultados
mostrados en la Tabla 15 se obtuvieron por acoplamiento del antigeno a la superficie y se confirmé que los cuatro
anticuerpos mostraban una afinidad comparable/mejor que la del anticuerpo parental (HcLc). Basandose en el
promedio de seis procesos independientes, los anticuerpos se clasificaron en el siguiente orden, en lo que respecta
a la afinidad global: H27L16> H28L16> H28L13> H20L16, acorde con el orden de clasificacion del ELISA de unién
directo (Figura 9B). En el caso de H27L16 y H28L16, los anticuerpos humanizados demuestran una afinidad mayor
de 2-3x en comparacion con la del anticuerpo parental (HcLc).

Tabla 15 - Cinética de union de los anticuerpos anti-Nogo-A humanizados a laNogo-A humana recombinante (Nogo-
A 56 humana- GST) determinada usando Biacore T100. El anticuerpo se unié a la microplaca CM5 por acoplamiento
con amina primaria. Los anticuerpos se extendieron a diversas concentraciones (0,125-8 nM). Los valores muestran
la media y la desviacion tipica (entre paréntesis) de seis procesos diferentes realizados por duplicado. Cada
conjunto de datos completo se analizé independiente antes del calculo de la media y desviacion tipica. ** Solo de
analizaron 11 conjuntos de datos para H20L16 ya que un conjunto no pudo analizarse

Anticuerpo Ka kd KD (nM)

H20L16 ** 5,37E6 (7,65E5) | 9,70E-3 (2,65E-3) | 1,80 (0,31)
H27L16 3,96E6 (9,93E5) | 2,30E-3 (1,11E-3) | 0,56 (0,15)
H28L13 8,13E6 (1,35E6) | 9,10e-3 (2,65E-3) | 1,11 (0,18)
H28L16 6,97E6 (6,62E5) | 43E-3 (1,18 E-3) | 0,64 (0,15)
HcLc 3,80E6 (7,11E5) | 7,09E-3 (2,22E-3) | 1,86 (0,32)
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De una manera similar al ELISA, también se evalud la cinética de unién del anticuerpo a la Nogo-A humana
recombinante (Nogo-A 56 humana- GST) en un formato inverso (véase Ejemplo 11.1). En este ensayo, los
anticuerpos humanizados se capturaron sobre la microplaca CM5 mediante Proteina A. En la Tabla 16 se muestran
los resultados promedio de seis procesos independientes. Coherente con el ELISA en formato inverso, todos los
anticuerpos Nogo-A humanizados mostraron cinéticas de unién similares con respecto a la quimera (HcLc) en el
Biacore en formato inverso.

Tabla 16 — Cinéticas de unién en formato inverso de los anticuerpos anti-Nogo-A humanizados con respecto a la
Nogo-A humana recombinante (Nogo-A56-GST) determinado usando Biacore T100. La proteina A se inmovilizd
aproximadamente 4000 RU por amina primaria y se usé para capturar 200-300RU de los anticuerpos de la muestra.
La Nogo-A humana recombinante se hizo pasar a través a diversas concentraciones (0,125-8 nM). Los valores
muestran la media y la desviacion tipica (entre paréntesis) de tres procesos independientes por duplicado. Cada
conjunto de datos se analiz6 independientemente antes del calculo de la media y desviacion tipica.

Anticuerpo Ka kd KD (nM)

H20L16 1,01 E6(1,35E5) 3,13E-4(2,79E-5) 0,31 (0,036)
H27L16 9,93E5(2,02E4) 3,04E-4(1,83E-5) 0,31(0,019)
H28L13 1,12E6(1,21 ES) 3,84E-4(3,24E-5) 0,34(0,015)
H28L16 1,18E6(8,32E4) 4,01E-4 (2,48E-5) 0,34(0,032)
HclLc 1,38E6(3,70E5) 5,69E-4(1,54E-4) 0,41 (0,062)

11.4 Unién a NOGO humana natural

Para demostrar que los anticuerpos humanizados se unian a la Nogo-A humana natural con un perfil comparable al
del anticuerpo parental, se desarrollaron dos ensayos basados en citometria de flujo. En el primer ensayo, se generd
una linea celular basada en CHO-K1 que expresaba el dominio extracelular de la Nogo-A humana en la superficie
celular. La unién de los anticuerpos anti-Nogo-A humanizados se evaluo por citometria de flujo usando un anti-lgG
humana marcado con PE (Sigma, N° P8047). La Figura 12 mas adelante muestra un perfil tipico para los
anticuerpos anti-Nogo-A en la linea celular CHO-Nogo-A. Aunque el ensayo no es suficientemente sensible para
diferenciar entre los anticuerpos, los resultados confirman que los cuatro anticuerpos pueden reconocer la Nogo-A
humana expresada en la superficie celular a niveles comparables a los de la quimera. Ningun anticuerpo reconoce la
linea celular parental (CHO-K1 — datos no mostrados).

En el segundo ensayo, se evalud la capacidad de los anticuerpos humanizados para unirse a la Nogo-A natural
usando una linea celular de neuroblastoma humana - IMR32. Esta linea celular se caracteriza por altos niveles
intracelulares/bajos en la superficie celular de la proteina Nogo-A. En un intento para aumentar la sefial de union, el
ensayo se prepar6 para detectar la Nogo-A intracelular (residente en el RE). Las células IMR32 se hicieron
permeables y se fijaron antes de la tincion con los anticuerpos anti-Nogo-A humanizados. La unién de los
anticuerpos a la Nogo-A se detecté usando un anti-lgG humana secundario marcado con PE (Sigma, N° P8047). Los
resultados, mostrados mas adelante en la Figura 14, confirman que todos los anticuerpos se unian a la Nogo-A
intracelular a niveles comparables o superiores a los del anticuerpo parenteral HcLc. Estos datos, junto con los
resultados de la linea celular CHO-Nogo-A, confirman que los anticuerpos humanizados pueden reconocer una
forma mas natural de la proteina Nogo-A a niveles comparables o mejores que los de la quimera, HcLc. Los ensayos
no son suficientemente sensibles para clasificar el panel de anticuerpos.

11.5 Ensayo de crecimiento neuritico

Los anticuerpos anti-Nogo-A humanizados se sometieron a ensayo para determinar su capacidad para neutralizar la
actividad inhibidora del crecimiento neuritico (CN) de la Nogo-A en un ensayo que se basaba en la cuantificacion del
CN como se ha descrito anteriormente. Los anticuerpos analizados en el ensayo se seleccionaron en base a su
cinética de union a Nogo-A. Los anticuerpos humanizados de alta afinidad, concretamente, H28L16, H27L16,
H20L16 y por referencia su anticuerpos parentales 2A10 (monoclonal de ratén) y HcLc (quimera de raton humana)
se sometieron a ensayo para determinar la neutralizacion de Nogo-A. Por comparacion, el anticuerpo 11 C7 (véase
el Ejemplo 13) también se sometié analiz6 en el ensayo.

Para analizar la actividad neutralizante de los anticuerpos humanizados seleccionados, se revistieron pocillos con
Nogo-A56 humana recombinante-GST y se trataron con diversas concentraciones de anticuerpos a 37 °C durante 1
hora antes de la adicién de neuronas granulares del cerebelo (NGC). Los pocillos de control se trataron con HBSS.
Se midié la longitud promedio de las neuritas por neurita para cada pocillo. La Figura 14 muestra el resultado de los
anticuerpos humanizados analizados en el ensayo. Se usé un panel de anticuerpos de control (IgG control, IgG de
ratén purificada; Campath y otros anticuerpos humanizados irrelevantes) para confirmar la especificidad de la
actividad. Como un control adicional, se titularon los mismos anticuerpos humanizados sobre placas revestidas con
GST. Los resultados confirmaron que H28L16, H27L16 y H20L16 invertian la inhibicion mediada por Nogo A del
crecimiento neuritico a un grado similar observado para los anticuerpos parentales (2A10 y HclLc). Los efectos
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parecian ser contundentes y estables y se observaron con H28L16 en ocho de once experimentos independientes
del crecimiento neuritico. En cambio, los anticuerpos humanizados no aumentaron el crecimiento neuritico en las
placas revestidas con GST y el panel de anticuerpos de control no mostré ninguna inversion de la inhibicion
dependiente de la dosis, confirmando que el efecto de los anticuerpos humanizados es especifico para la inhibicién
mediada por Nogo-A. Los datos presentados para el crecimiento neuritico se seleccionaron a partir de diversos
experimentos repetidos. Aunque diversas repeticiones, no mostradas, parecieron ser variables por naturaleza, se
piensa que los datos mostrados reflejan una actividad verdadera de los anticuerpos de la presente invencién en
cuanto a la reduccion del efecto inhibidor de NOGO en el ensayo del crecimiento neuritico.

Ejemplo 12, Caracterizacion adicional de H28L 16
12.1 Unién a Nogo-A recombinante de longitud completa

Se investigd la capacidad de los anticuerpos para unirse a la Nogo-A humana recombinante de dominio extracelular
de longitud completa (Nogo-A-humana - GST- ECD) mediante un ensayo ELISA de unién directo. En este caso el
ECD (dominio extracelular) fue una variante de corte y empalme incluida en la regién de la posicion de
aproximadamente 186-1004 de la NOGO A humana (en la parte de inicio DETFAL (SEC ID N°: 95) y final ELSKTS
(SEC ID N°: 96)).

La Nogo-A- humana GST-ECD recombinante se revistio directamente sobre la placa a 1 pg/ml. Los datos mostrados
en la Figura 15 confirman que H28L16 podia reconocer a la Nogo-A- humana GST-ECD a niveles comparables o
mejores que los parentales (HcLc) o H20L16.

12.2 Inhibicién de la Funcionalidad de Fc.

Para mejorar el perfil de seguridad del candidato, los restos L235 y G237 dentro del dominio CH2 de la region
constante de la cadena pesada (sistema del indice de EU) se mutaron a restos de alanina reduciendo asi la
probabilidad de desencadenar funciones efectoras inmunolégicas mediadas por anticuerpos. La union reducida de la
C1g humana se usé como un sustituto de inhibicién de la funcionalidad de Fc. La Figura 16, mas adelante, muestra
gue H28L16 tiene una actividad de unién a C1 q significativamente reducida en comparacion con Campath-lgG1
(tipo silvestre) y comparable a una construccion Campath IgG1 que lleva las mismas mutaciones (anticuerpo con Fc
mutado (Fc-)) y Campath IgG4. Estos datos sugieren que las mutaciones del dominio CH2 presentes en H28L16
reduciran significativamente la probabilidad de desencadenar funciones efectoras mediadas por Fc.

12.3 Unién a ortélogos

Para confirmar que H28L16 mostraba afinidad de unién a diversos ortblogos de Nogo-A, comparable a la del
anticuerpo parental (HcLc), se realizaron diversos ensayos de unién. La Figura 17 A-D, mas adelante, muestra los
resultados de un ensayo ELISA de unidn directo a la NOGO recombinante (Nogo-A 56 humana- GST) de rata (SEC
ID N°: 94), mono cinomolgo (SEC ID N°: 92), mono titi (SEC ID N°: 93) y mono ardilla respectivamente (SEC ID N°:
91). En todos los casos, H28L16 muestra actividad comparable o mejor que la del anticuerpo quimérico (HcLc). Los
valores CE50 calculados son muy similares a los calculados para la unién a la Nogo-A humana recombinante.

Usando Biacore, se determind la cinética de uniéon de H28L16 a los diversos ortélogos de Nogo-A en comparacion
con HclLc y 11C7. Las Tablas 17 y 18, mas adelante, muestran la cinética de unién en dos formatos diferentes del
ensayo. Cuando la Nogo-A recombinante se acopld directamente a la microplaca CM5 (Tabla 17), las cinéticas de
unién para rata, momo cinomolgo, mono ardilla y mono titi son muy similares a las de la humana (intervalo = 0,33-
0,67nM). Cuando el formato del ensayo se invirtid y los anticuerpos se capturaron sobre la microplaca usando
Proteina A (Tabla 18), la afinidad de union de H28L16 a la Nogo-A de rata es aproximadamente 4 veces menor que
para la Nogo-A humana. Se observé una tendencia similar para la Nogo-A de mono cinomolgo (afinidad 8,5x menor
que la de la humana) y para los otros ortélogos de primates (afinidad 12-17x menor que la humana). El anticuerpo
quimérico HcLc muestra un perfil de union similar a los ortélogos de Nogo-A en las dos orientaciones del ensayo.
Dado que no esta claro que formato de ensayo representa mejor la situacion in vivo, las conclusiones iniciales que
pueden extraerse de este estudio son 1) H28L16 ha conservado el perfil de reactividad cruzada del ortélogo
asociado con el anticuerpo quimérico HclLc y 2) la afinidad de HcLc por la Nogo-A de rata y de mono cinomolgo esta
dentro de 4 veces y 8,5 veces de la afinidad para la Nogo-A humana y en determinadas condiciones puede ser muy
similar.
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Tabla 18 — Cinéticas de unién en formato inverso de H28L 16, 11 C7 y HcLc a los ortélogos recombinantes de la
Nogo-A humana determinadas en Biacore T100. La proteina A se inmovilizé sobre la superficie a aproximadamente
4000 RU y los anticuerpos anti-Nogo-A se capturaron a aproximadamente 300-400 RU. Las proteinas
recombinantes ( NOGO-A56-GST) se extendieron a diversas concentraciones (0,125-64 nM) dependiendo de la
construccién. Todos los procesos se realizaron por duplicado. Los valores muestran la media y la desviacidn tipica
(entre paréntesis) de 1-3 procesos independientes realizados cada uno por duplicado y cada conjunto de datos se
analiz6 independientemente antes de calcular la media y la desviacion tipica.

H28L16 11C7 HclLc

Ortélogo Ka Kd KD (nM) |Ka Kd KD (nM) (Ka Kd KD (nM)

Mono 3,26E5 1,11E-3 |3,41 4,02E5 2,97E-4 10,76 3,03E5 1,41 E-3 (4,66

cinomolgo (4,06E3) (2,23E-5) (0,05) (6,85E4) (1,11 E- (0,12) (4,58 E3) (2,84E-5) (0,08)

(3 procesos)* 5)

Rata 3,80E5 16,69E-4 (1,76 2,83E5 1,77E-4 10,64 5,47 si{1,10E-3 |2,01

(3 procesos) (5,68E3) (1,24E-5) (0,03) (4,66E4) (1,34E-5) (0,09) (1,20E4) (2,86E-5) (0,07)

Mono titi 2,22E5 1,09E-3, (4,89 1,91 E5|2,54E-4 |1,33 3,02tes 1,36E-3: |4,51

(1proceso)  |B61E3) |7 35E.5) |(025) |(290E3) |3 46E.6)|(0.00) |(9.90E2) |7 gpE.5)|(0.28)

Mono ardilla 1,57E5 1,08E-3 |16,86 1,03E5 2,78E-4 2,69 1,74E5 1,29E-3 (7,45

(1 proceso) (2,69E3) (5,02E-5) (0,20) (2,12E3) 3,61 E- (0,02) (2,19E3) (7,64E-5) (0,34)
6)

Ser humano 1,20E6 4,75E-4 10,40 2,64E5 1,49E-4 0,57 1,32E6 7,00E-4 10,54

(1 proceso) (8,49E4) (9,97E-6) (0,02) (3,32E3) (1,61 E- (0,07) (2,71 E5) (3,18 E- (0,09)
5) 5)

12.4 Propiedades fisicas

Las propiedades fisico quimicas de H28L16 y H20L16 se evaluaron por SEC-HPLC y SDS-PAGE. La SEC-HPLC se
realizé6 a 1,0 ml/minuto usando fosfato sédico 100 mM, cloruro sédico 400 mM pH 6,8 y una columna de acero
inoxidable TSK G3000 SW xl de 30 cm x 7,8 mm con deteccién a 214 nm y 280 nm. La SDS-PAGE se realiz6 sobre
un gel Tris-HCI Novex al 4-20% cargando 10ug de producto y tincion con Sypro Ruby. La C-IEF se realiz6 en un
Beckman MDQ usando 10 ampholines pH 3,5.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 19 — Andlisis HPLC (SEC) Cromatografia por exclusion de tamafio de los anticuerpos anti-Nogo-A. Los
valores mostrados son porcentajes del anticuerpo asignado a cada una de las tres especies diferentes.

Anticuerpo Agregado % Mondémero % Fragmen to %
H28L16 0,50 99,50 0,00
H20L16 14,21 85,75 0,05

Tabla 20 — Andlisis SDS-PAGE de los anticuerpos anti-Nogo-A. Los valores mostrados son porcentajes del
anticuerpo encontrado en las bandas principales.

Anticuerpo

No reducido

Reducido

H28L16

82,4%

HC:67,2%

LC:27,7%
H+L:94,9%

H20L16

84,6%

HC: 69,3%
LC: 26,4%
H+L: 95,7%

Los datos SEC-HPLC sugieren que H20L16 es mas susceptible a agregacion que H28L16 (H28L16). Si los datos
indicados en el presente documento tienen que repetirse a gran escala, esto podria influir en la capacidad del
proceso de fabricacién para producir material de calidad aceptable para el uso clinico (>95% mondmero). Los datos
de SDS-PAGE muestran que ambos candidatos son aceptables mostrando ambos un perfil tipico.
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Ejemplo 13, Comparacién de H28L16 con 11C7

Se gener6 un anticuerpo anti-Nogo-A murino denominado 11C7, como se describe en el documento
WQ02004052932, para un epitope peptidico. Se preparé el 11 C7 quimérico en base a en la informacion de
secuencias proporcionada en el documento W02004052932. Para comparar los epitopes de uniéon de 2A10y 11C7,
se establecié un ELISA competitivo para investigar si 11 C7 y 2A10 reconocian un epitope solapante sobre Nogo-A.
Como se muestra mas adelante en la Figura 20, H28L16 fue capaz de competir con 2A10 con respecto a la union a
la Nogo-A humana recombinante mientras que 11 C7 no mostré6 competencia con 2A10, incluso a concentraciones
de hasta 100 mcg/ml.

Ejemplo 14: ELISA competitivo para demostrar la capacidad de los péptidos para competir directamente con la
NOGO-5+6 humana con respecto a la union a NOGO H28L16

Procedimiento para el ELISA competitivo

La capacidad de los péptidos para competir directamente con la NOGO-A (Nogo-A56 humana-GST) para la union a
NOGO H28L16 se evalué usando un ELISA competitivo. Durante una noche se revistié anti-lgG humana de conejo
(Sigma, N° 1-9764) a 5 g/ml en tampo6n bicarbonato sobre placas Nunc inmunosorp (100 ul por pocillo) a 4 °C. Las
placas se aclararon 3 veces con TBS que contenia Tween al 0,05% (TBST), después se bloquearon con BSA al 1%
en TBST a temperatura ambiente durante 1 hora. Después se capturd6 H28L16 sobre la placa (1 pg/ml, diluido en
BSA al 1% en TBST, 50 ul por pocillo) a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con
TBST. Antes de la adicion a los pocillos, los péptidos (de 0 a 100 g/ml) y la NOGO-A56 humana-GST se mezclaron
previamente a una concentracién de 1 ug/ml (diluido en BSA al 1% en TBST) y se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con TBST y después se incubaron durante 1 hora con anti-GST de
conejo conjugado con peroxidasa (Sigma, N° A7340, 1:2000, diluido en BSA al 1% en TBST) durante 1 hora. Las
placas se lavaron 3 veces con TBST y después se incubaron con sustrato de peroxidasa OPD 50 | (Sigma) por
pocillo durante 10 minutos. La reaccién del color se detuvo por la adicion de 25 | de H,SO4 concentrado. Usando un
lector de placa se midi6 la absorbancia a 490 nm.

Los resultados mostrados en la Figura 19 confirman que los péptidos 6 y 7, que fueron positivos en el ELISA de
mapeo epitépico (Ejemplo 8) pueden competir con la unién de la NOGO-A56 humana-GST a H28L16. Esto sugiere
que los péptidos que fueron positivos en el estudio de mapeo epitdpico contienen un epitope para la unién a
H28L16. Los péptidos 16 y 17 (que contienen péptidos NOGO, aunque no solapantes con los péptidos 6 o 7), que no
contienen el epitope propuesto, no compiten con NOGO-5+6.

Ejemplo 15: Andlisis ELISA de un Anticuerpo Monoclonal Anti NOGO Humanizado basado en las variantes
G101S/Q37R del anticuerpo NOGO

Se gener6é G101S (conocido también como H100 (SEC ID N°: 63)), una variante modificada de la region variable de
la cadena pesada de H6 (SEC ID N°: 11) introduciendo una sustitucion sencilla, G101S (numeracion de Kabat) en la
CDR H3, como se ha descrito anteriormente. De manera similar, se generé Q37R, una variante modificada de la
regién variable de la cadena ligera de L13 (SEC ID N°; 13) introduciendo una sustitucion sencilla (Q37R segun la
numeracion de Kabat) en la region marco conservada (para formar L100). La secuencia de proteinas del dominio
ligero variable de Q37R se proporciona en la SEC ID N°: 67.

Los genes que codifican versiones de longitud completa de las cadenas pesada y ligera que contienen las
sustituciones G101S/Q37R se expresaron en células CHO, como se ha descrito anteriormente, y se sometieron a un
ensayo ELISA de unién directo como se ha descrito anteriormente.

En la Figura 20 se muestran los resultados del ensayo ELISA de unién directo cuando se carg6 el antigeno a 0,05
ug/ml. Los datos confirman que el anticuerpo H100L100 muestra afinidad de unién comparable a la de la NOGO-A56
humana- GST recombinante cuando se compara con H27L16 y que H100L100 tiene un perfil de unién mejorado
cuando se compara con H6L13. Los valores CE50 correspondientes se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 21: Mediciones de CE50 para la variante G101S/Q37R en comparacién con H6L13 y H27L.16

Anticuerpo Valor de CE50
H6L13 0,086
H27L16 0,052

H100/L100 0,048
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Ejemplo 16: Analisis BiaCore de Anticuerpos Monoclonales Anti NOGO humanizados en base a la variante G101S
enla CDR H3

Se generé H100, una variante modificada de la region variable de la cadena pesada de H6 (SEC ID N°: 11)
introduciendo una sustitucion sencilla, G101S (numeracién de Kabat) en la CDR H3. La secuencia de proteina de la
proteina H100 del dominio pesado variable se proporciona en la SEC ID N° 63. De manera similar, se generaron
L100 y L101, variantes modificadas de la regién variable de la cadena ligera de L13 (SEC ID N°: 13) introduciendo
una sustitucion sencilla (numeracion de Kabat Q37R y Q45R respectivamente) en la regién marco conservada. Las
secuencias de proteina de las proteinas L100 y L101 de los dominios ligeros variables se proporcionan en la SEC ID
N°: 67 y SEC ID N°: 68 respectivamente.

Las versiones de longitud completa de H100L100 y H100L101 se expresaron en células CHO como se ha descrito
anteriormente. La Tabla 21 muestra una comparativa de las afinidades de unién de H6L13 con H100L100 y
H100L101 e indica que H100L100 y H100L101 tienen una afinidad de unién mejorada cuando se comparan con
H6L13. En este ejemplo, el procedimiento se realizdé esencialmente como se describe en el Ejemplo 6 en el que la
microplaca CM5 se activé haciendo pasar soluciones de NHS y EDC sobre la microplaca a 5 pl/ml durante 7 minutos
y la NOGO se suspendi6 en tampén de acetato sédico 10 nM (pH 4,5) antes de pasarla sobre la microplaca.

Tabla 22 — Mediciones por Biacore para las variantes de G101S de la cadena pesada variable H6 en combinacion
con las variantes de la cadena ligera variable L13 en comparacion con H6L13.

Anticuerpo Constante de asociacion ka| Constante de disociacién Afinidad (KD, nM)
(1/Ms) kd
(1/s)
H6L13 1,04E+06 7,22E-03 6,97
H100L100 1,28E+07 5,07E-03 0,396
H100L101 1,30E+07 4,29E-03 0,329

Resumen de secuencias de anticuerpos NOGO (Tabla 23)

Descripcion Identificador de secuencia (SEC ID N°)
Secuencia de Secuencia de
aminoacidos polinucleétidos

2A10, CDR-H1 1 -

2A10, CDR-H2 2 -

2A10, CDR-H3 3 -

2A10, CDR-L1 4 -

2A10, CDR-L2 5 -

2A10, CDR-L3 6 -

2A10, VH (murino) 7 19

2A10, VL (murino) 8 20

Cadena pesada quimérica Hc 9 21

Cadena ligera quimérica Lc 10 22

Construccién H6 humanizada VH 2A10 11 23

Construccion H16 humanizada VH 2A10 12 24

Construccion L13 humanizada VL 2A10 13 25

Construccion L16 humanizada VL 2A10 14 26

Construccién H6 humanizada de cadena pesada 2A10 15 27

Construccion H16 humanizada de cadena pesada 2A10 16 28

Construccion L13 humanizada de cadena ligera 2A10 17 29

Construccion L16 humanizada de cadena ligera 2A10 18 30

Secuencia lider Campath 31 -

Aminoacidos 586-785 de NOGO A humana (NOGO-A56)(32 -

fusionada a GST
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(continuacion)

Descripcion

Identificador de secuencia (SEC ID N°)

Secuencia de

Secuencia de

aminoacidos polinucleétidos
Construccién H1 humanizada VH 2A10 33 37
Construccion L11 humanizada VL 2A10 34 38
Construccién H1 humanizada cadena pesada 2A10 35 39
Construccion L11 humanizada cadena ligera 2A10 36 40
Construccion H20 humanizada VH 2A10 41 43
Construccién H20 humanizada cadena pesada 2A10 H20 42 44
2A10, CDR-H3 (G95M) 45
Secuencia del fragmento de NOGO-A de mono titi 46
Construccion H26 humanizada VH 47 50
Construccion H27 humanizada VH 48 51
Construccion H28 humanizada VH 49 52
Construccion H26 humanizada cadena pesada 53 56
Construccion H27 humanizada cadena pesada 54 57
Construccion H28 humanizada cadena pesada 55 58
Cadena pesada quimérica Hc (G95M) 59
Epitope 60
Construccién H99 humanizada VH 2A10 61
CDR (G101S) 62
Construccién H100 humanizada VH 63
Construccion H101 humanizada VH 64
Construccién H102 humanizada VH 65
Construccion H98 humanizada VH 66
L100 (L13+Q37R) 67
L101 (L13+Q45R) 68
L102(L13+Q37R/Q45R) 69
L103 (L16+Q37R) 70
L104 (L16+Q45R) 71
L105(L16+Q37R/Q45R) 72
Péptido 73
péptido 74
Analogo CDR H3 75
Anélogo CDR H3 76
Anélogo CDR H3 77
Anélogo CDR H3 78
Anélogo CDR H3 79
Anélogo CDR H3 80
Anélogo CDR H3 81
Analogo CDR H3 82
Analogo CDR H3 83
Analogo CDR H3 84
NOGO péptido 85
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(continuacion)

Descripcion Identificador de secuencia (SEC ID N°)
Secuencia de Secuencia de
aminoacidos polinucleétidos

Anéalogo CDR H3 86

Anélogo CDR H3 87

Analogo CDR H3 88

Analogo CDR H3 89

Analogo CDR H3 90

NOGO de mono ardilla (A56) mas marcador GST 91

NOGO de mono cinomolgo (A56) mas marcador GST 92

NOGO de mono titi (A56) mas marcador GST 93

NOGO de rata (A56) mas marcador GST 94

Péptido de NOGO humana 95

Péptido de NOGO humana 96

Secuencias

SEC ID N°: 1: 2A10 CDR-H1 SYWMH

SEC ID N°: 2: 2A10 CDR-H2
NINPSNGGTNYNEKFKS

SEC ID N°: 3: 2A10 CDR-H3
GQGY

SEC ID N°: 4: 2A10 CDR-L1.
RSSKSLLYKDGKTYLN

SEC ID N°: 5: 2A10 CDR-L2
LMSTRAS

SEC ID N°: 6: 2A10 CDR-L3
QQLVEYPLT

SEC ID N°: 7: 2A10, VH (murino)

QVOLOGPGTELVKPGAS VKL SCKASGYTE TSYWMHWVKORPGQAOLEWICGNINPSNGGTNYNEKFKSEATLTYV
DNSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCELGQGYWGQGTTLTVSS

SEC ID Ne: 8: 2A10, VL (murino)

DIVITQDELSNPVTISGESVS ISCRS SKSLLYKDGKTYLNWFLORPGQS PQLLIYLMSTRASGVYSDRFSGSGS
GTDFTLEISRVKAEDVGVY YCQOLVEYPLTFGAGTKLELK . :

SEC ID N°: 9: Cadena pesada quimérica Hc

QVOLOQPGTELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGNINP
SNGGTNYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCELGQGYWCQGTLVTVSSASTKGPSVEPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTF PAVLOSSGLYSLS SVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRNW
QQGNVFSCSVMHEALHNHY TQOKSLSLSPGK
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SEC ID N°: 10: Cadena ligera quimérica Lc

DIVITQDELSNPVTSGESVSISCRESKSLLYKDGKTYLNWFLQRFGQSPQLL
IYLMSTRASGVSDRFSGSGSGTDFTLRISRVKAEDVGVY YCQQLVEYPLTPGAGTKLELKRTVAAPSVPIPR
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKY
YACEVTHQGLSS PVTKSFNRGEC

SEC ID 11: Construcciéon H6 humanizada de VH de 2A10

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TP TS YWMHWVRQA PGQGLEWIGN INPSNGGTHYNEKFKSRATMTR
DTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELGQGYWGQGTLVTVSS

5 SEC ID N°; 12 Construccion H16 humanizada de VH de 2A10

QVOLVQSGAEVKIKPGASVRVSCKASGY TFTS YWMHWVKQR PGOGLEWIGN INPSNGGTNYNEKFKSKATLTV
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELGQOYWGOGTLVIVSS

SEC ID N°; 13: Construcciéon L13 humanizada de VL de 2A10

DIVMTQSPLELPVTLGQPASISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFQQRPGOS PQLL IYLMSTRASGVPDRFSGGGS
GTDFTLKISRVEARDVGVYYCOQLVEYPLTFGOGTKLEIK

SEC ID N°: 14: Construccién L16 humanizada de VL de 2A10

DIVMTQSPLSNFVTLGQPVSISCRSSKSLLYXNGKTYLNWFLORPGOSPQLL IYLMSTRASGVPDRFSGGGS

" GTDFILKISRVEAEDVEAVYYCQULVEYPLTFGOGTKLEIK

SEC ID NO: 15: Construccion H6 humanizada de cadena pesada de 2A10

CVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TF TS YWMAWVRQAPGQGLEWIGNINP
SNGGTNYNEKFKSRATNTRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELGQGYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGETAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPXDTLMESRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKT KPR EEQYNSTYRVVSVLTVLHODHLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSROELTENQVSLTCLVHGFYPSD IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDOS PPLYSKLTVDHSRW
QOGNVFSCSVMHBALHNHYTQKSLSLSPGK

SEC ID NO: 16: Construccion H16 humanizada de cadena pesada de 2A10

QVOLVOSGABVKKPGASVRVSCKASGYTFTSYWMHWVKCRPGOGLERWIGNINP
SNGGTNYNEKPKSKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVY YCELGQUGYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKS TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTPPAVLOSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSHNTKVDKKVEPKSCOKTHTCPPCPAPELAGAPSVPLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVEVLTVLHQDWLNGKEYKCKVENKALPAPIEKTISKAKGOPRE
PQVYTLPPSRDELTFNQVSLTCLVKGFYPSDTAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

15 SEC ID N°: 17: Construccion L13 humanizada de cadena ligera de 2A10

DIVMTOSPLSLPVTLGQPASISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFOQRPOQSPQLLE
YLMSTRASGVPDRPSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY YCQQLVEYPLTFGQGTKLEIXRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEXKHKVY
ACEVTHOQGLSSFVTKSFNRGEC

SEC ID N°: 18: Construccion L16 humanizada de cadena ligera de 2A10

DIVMTQSPLSNPVTLGQPVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWPLOQRPGQSPQLLI
YLMSTRASGVPDRFSGGGSETDFTLKISRVEAEDVGVYYCQRLVEY PLTFGQGTKLEXKRTVAAPSVPIF PP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSCESVTEQDSKDSTYSLESSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHOQGLSSPVTKSFNRGEC
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SEC ID N°: 19: PN que codifica 2A10, SEC ID 7 de VH (murina)

CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGACTGAACTGGTGARGCCTGGGGCTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGACT
TCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGEGTGAAGCAGAGECCTGCACRAGGCCTTGAGTGGATT
GGARATATTAATCCTAGCAATGETGE TACTAACTACARTGAGAAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTA
GACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTATTGT
GAACTGGOACAGGOUTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

SEC ID N°: 20: PN que codifica 2A10, SEC ID 8 de VH (murina)

GATATTGTGATAACCCAGGATGAACTCTCCAATCCTGTCACTTCTGGAGAATCAGTTTCCATCTCCTGCAGS
TCTAGTAAGAGTCTCCTATATAAGGATGGGAAGACATACTTGAATTGGTTTCTGCAGAGACCAGGACAATCT
CCTCAGCTCCTGATCTATTTGATGTCCACCCGTGCATCAGGAGTCTCAGACCGETTTAGTGCCAGTGEGTCA
GGAACAGATTTCACCCTGGARATCAGTAGAGTGAAGGC TGAGGATGTGGGTGTGTATTACTGTCAACAACTT
GTAGAGTATCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAR

SEC ID N°: 21: PN que codifica la cadena pesada quimérica Hc SEC ID 9

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTTTTGGTAGCAGCAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCAG
.CAGCCTGGGACTGAACTGETGAAGCCTGGGGC TTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTC
ACCAGCTACTGGATGCACTGGEGTGAAGCAGAGECCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAAATATTARTCCT
AGCAATGGTGGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTAGACAAATCCTCCAGT
ACAGCOCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGG TCTATTATTGTGAACTGGGACAGGGC
TACTGGGGCCAAGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCA
CCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCECCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCOGCTGTCCTACAGSTCCTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAMAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACARAAACTCACACA
TGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCGOGGGGECACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCARGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTRGAGGTCACATGCGTGETGGTCCGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGOAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGETCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCARGGAGTACAAGTGT
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCAAAGCCAAACGGCAGCCCCGAGAR
CCACAGGTGTACACCCTGCCCOCATCCCGGEATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGETC
AAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGACGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACT
ACGCCTCCCGTGC TGGACTCCGACGECTCCTTCTTICCTCTACAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGG TGS
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTAAATGA - :

SEC ID N°: 22: SEC ID: PN que codifica la cadena ligera quimérica Lc SEC 1D:10

ATGAGG TGCTCTCTTCAGTTTCTGEGGETGCT TATGT TCTGGATCTCTGGAGTCAGTGGRGATATTCTGATA
ACCCAGGATGAACTCTCCAATCCTGTCACTTCTGGAGRATCAGTTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGT
CTCCTATATAAGGATGGGAAGACATACTTGAATTGGTTTCTGCAGAGACCAGGACAATCTCCTCAGCTCCTG
ATCTATTTGATGTCCACCCGTGCATCAGGAGTCTCAGACCGGTTTAGTGGCAGTGGGTCAGGAACAGATTTC
ACCCTGGAAATCAGTAGAGTGAAGGCTGAGGATGTGGG TGTGTATTACTGTCAACAACTTGTAGAGTATCCG
CTCACGTTCGGTECTGGGACCAAGCTEGAGCTGARACGTACGG TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCG
CCATCTGATGAGCAGT TGAAATCTCGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAG
GCCARAAGTACAGTGGAASGTEGACAACECCCTCCAATCEGGTARCTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGAC
AGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTC
TACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAARGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

SEC ID N°: 23: PN que codifica la construccién H6 humanizada de VH de 2A10 SEC ID: 11

CAGGTGCAGCTGETECAGTCTGGEGCTGAGGTGAAGAAGCCTGECGCCTCAGTGRAGG TTTCCTGCAAGGCA
TCTGGATACACCT TCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGCCACAGGCCCCTGCACAAGGGCTTGAGTGGATC
GGAAATATTAATCCTAGCAATGGTGGTACTAACTACAATGAGAAGT TCAAGAGCAGAGCCACCATGACCAGS
GACACGTCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGECCGTGTATTACTGT
GAACTGGGACAGGGCTACTCGEGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCA
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SEC ID N°: 24: PN que codifica la construccion H16 humanizada de VH de 2A10 SEC ID: 12

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTEGGGGCTGAGE TGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCA
TCTGGATACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAACAGCGACCTGEGACAAGGGCTTCAGTGGATC
GGAMTA?I‘TMTCCTAGCMNGTGGTACTMCTACMTGAGMGTTCMGAGCM&GCCAC CCTCACCGTC
GACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT
GAACTGGGACAGGGCTACTGGGGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCA

SEC ID N°: 25: PN que codifica la construccién L13 humanizada de VL de 2A10 SEC ID: 13

GATATTGTGATGACCCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCTIGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGG
TCTAGTAAGAGTCTCCTATATAAGGATGGCAAGACATACTTGAATTGETTTCAGCAGAGGCCAGGCCAATCT
CCACAGCTCCTAATTTATTTGATGTCCACCCGTGCATCTGGGGTCCCAGACAGATTCAGCGGCGETGGGTCA

GGCAC NATTI‘CACAC'IG’AAAATCAGCAGGGTGGAGGCTGAGGRTGTTGGGGTTTA‘[TACTGCC&ACMCTT
GTAGAGTATCOGCTCACGTTTGECCAGGGGACCAAGCTGAAGATCAAA

5 SEC ID N°: 26: PN que codifica la construcciéon L16 humanizada de VL de 2A10 SEC ID: 14

GATATTGTGATGACCCAGTCTCCACTCTCCAACCCCGTCACCCTTIGGACAGCCGGTCTCCATCTCCTGCAGG
TCTAGTAAGAGTCTCCTATATAAGGATGGGAAGACATACTTGAATTGGTTTCTCCAGAGGCCAGGCCAATCT
CCACAGCTCCTAATTTATTTGATGTCCACCCGTGCATCTGGGGTCCCAGACAGATTCAGCGGCGGTGGGTCA
GGCACTGATTTCACACTGAARATCAGCAGGGTGOAGCCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCCAACAACTT
GTAGAGTATCCOGCTCACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

SEC ID N°: 27: PN que codifica la construccién H6 humanizada de cadena pesada de 2A10 SEC ID: 15

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCT TCT TGGTAGCAACAGCTACAGCGTGTCCACTCCCAGGTGCAGCTGG TG
CAGTCTGGGGCTGAGGTGARGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGCTTTCCTGCAAGGCATCTGGATACACCTTC
ACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATCGGAAATATTAATCCT
AGCAATGGTGOTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGCAGAGCCACCATGACCAGGGACACGTCCACGAGT
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTCAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGAACTGGGACAGGEC
TACTGGGGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGECCCATCGGTCTTCCCCCTGGCA
CCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGECCCTGEGCTGLCTCGTCAAGCGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGETGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAARACTCACACA
TGCCCACCETCCCCAGCACCTGAACTCGCGGERGCACOGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCOTGGTGGTCGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGTACGTGGACGGOGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCARAGCCARAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCUTGCCCCCATCCCGGRATGAGCTGACCAAGARACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTC
ARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCEGAGAACAACTACAAGALT
ACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCACAAGAGCAGETEG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCT TC
TCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
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SEC ID N°: 28: PN que codifica la construccién H16 humanizada de cadena pesada de 2A10 SEC ID: 16

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTC T TGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTGCAGCTGGTG
CAGTCTGGGGLCTGAGGTGAAGAAGCCTGGAGCCTCAGTGAAGGTT TCCTGCAAGGCATC TGGATACACCTTC
ACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAACAGCGACCTGGACAAGGRCTTGAGTGGATCCGAAATATTAATCCT
AGCAATGGTGGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGCAAAGCCACCCTCACCGTCGACARATCCACGAGC
ACAGCCTACATAGAGCTGAGCAGCCTCAGATC TGAGBACACGGCCOTGTATTACTGTGAACTGGCACAGGGT
TACTGGGGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGETCTTCCCOCCTGGCA
CCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGCEGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCEH
GTGACGGTGTCOTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCETGCACACCTTCCCGECTETCCTACAGTCCTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCARATC TTGTGACAAAACTCACACA
TGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCGCGGGGGCACCGTCAGTCTTCCTCT TCCCCCCARARCCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTAGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGTACGTGGACGGUGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGCAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCETCCTGCACCAGGACTGGC TGAATGGCAACGAGTACAACTGC
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTC
AAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGANCAACTACAAGACC
ACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCGACAAGAGCAGG TGS
CAGCAGGGGARACGTCTTCTCATGCTCCCTOATSCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

SEC ID N°: 29: PN que codifica la construccién L13 humanizada de cadena ligera de 2A10 SEC ID: 17

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTC TTGGTAGCARCAGCTACAGGTGTCCACTCCGATATTGTGATGACC
CAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCTTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTARGAGTCTC

CTATATAAGGATGGGAAGACATACTTGAAT TGGTTTCAGCAGAGCCCAGCCCARTCTCCACAGCTCCTAATT
TATTTGATGTCCACCCOTGCATCTGEGITCCCAGACAGATTCAGCGBCGCTCGGTCAAGCACTGATTTCACA
CTGAARATCAGCAGGGTGGAGGCTCAGGATC TTGGUGTTTATTACTGCCARCAACTTGTAGAGTATCCGLTC
ACGTTTGGCCAGGGGACCAAGC TGGAGATCARACGTACGGTCGGCTGCACCATCTRTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGT TGAAATCTGGAACTGCC TCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGOC
ARAGTACAGTGGAAGETCGACARCGCCCTCCARTCGGE TAACTCOCAGOAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGC
MGGRCAGCACCTACRGCCTCRGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA_GCJ\GRCTACGAGWCRCWAC
GCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTOGCCCGTCACAMGAGCTTCARCAGGGCAGRGIGTTAG

SEC ID N°: 30: PN que codifica la construccién L16 humanizada de cadena ligera de 2A10 SEC ID: 18

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTAGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCGATATTGTGATGACC
CAGTCTCCACTCTCCAACCOCGTCACCCTTGGACAGCCGATCTCCATCTCCTGCAGGTCTRGTARGAGTCTC
CTATATARGGATGIGAAGACATACTTGAATTGCTTTCTCCAGAGGCCAGGCCAATCTCCACAGCTCCTAATT
TATITGATGTCCACCCGTECATCTGGOGTCCCAGACAGATTCAGOGGLOGTGCGTCAGGCACTAATTTCACA
CTGAAAATCAGCAGGETGGACGCTGACGATGTTCGGETTTATTACTCCCAACAACTTGTAGAGTATOCGCTC
ACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGETGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAARATCTGGAAC TGCC TCTGTTGTGTGCCTCCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCC
AMAGTACAGTGGAAGGTGGACAACGLCCTCCARTCSGE TARCTCCCAGCGAGRAGTC TCACAGAGCAGBACAGE
ARGCGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGC TGAGCAAAGCAGACTACGAGARACACAANGTCTAC
GCCTGCGARGTCACCCATCAGGEUCTCAGC TCOCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

SEC ID N°: 31: Secuencia lider Campath
MGWSCIILFLVATATGVHS

10 SEC ID N°: 32: Aminoécidos 586-785 de la NOGO A humana (NOGO-A56) fusionada a GST

.MSPILOYWKIKGLVOPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTOSMATLX
RYIADIGINMLGGCPKERAEISHLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFET LKVDFLSKLPEMLKMPEDRLCHKTYIN
GDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFEKRIBAIFQIDKYLKSSKY IAWPLOQGWQATFGGGDHP
PKEDLEVLFQGPLGSMQESLYPAAQLCPSFEESEATPSPVLEDIVMEAPLNSAVESAGASVIOPSSSPLEAS
SVNYESIKHEPENPPPYEEAMSVSLKKVSGIKEEIKEPEN INARLQETEAPYISTACDLIKETKLSAEPAPD
FSDYSEMAKVEQPVPDHSELVEDSSPDSEPVDLFSDDSI PDVPQKQDETVMLVKES LTBTSFESMIEYENKE
LERPHRD
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SEC ID N°; 33: Construcciéon H1 humanizada de VH de 2A10

QVQLVQSGAEVICI(PGASVKVBCKASGYTPTS\'WHH'H'VRQAPGWLBN‘MGNINPSRGGTNYNEKFKBRVTMTR
DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCELGOGYWGQGTLVTVSS

SEC ID N°: 34: Construcciéon L11 humanizada de VL de 2A10

DIVITQS PLSLPVTLGQPJ\SISCRSSKSLL?ICDGK‘TYLNNFQQRPGQS PQLLIYLMSTRASGVPDRPSGGGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYOQQLVEYPLTFGOGTKLEIK -

5 SEC ID NO: 35: Construccion H1 humanizada de cadena pesada de 2A10

RVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCERASGYTF TS YWMHRNVRQAPGOGLEWMGNINE
SNGGTNYNBKFKSRVINTRDTSTSTVYMELS SLRSEDTAVY YCELGQGYWGQCTLVTVSSASTKGPS VEFPLA
PESSKSTSGGTAALGCLVKDY FPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVIQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSHTRVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVL ITVLHOQDHLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQRPRE
POVYTLPPSRDELT KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRY
QQGNVFPSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEC ID NO: 36: Construccion L11 humanizada de cadena ligera de 2A10

PIVITQSPLSLPVTLGQPASISCRSSKSLLY KUGKTYLNWFQORPGQSPQLLY
YLMSTRASGVPDRFSGGGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQOLVEY PLTFGRGTKLEI KRTVARPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWIKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

SEC ID N°: 37: PN que codifica la construccién H1 humanizada de VH de 2A10 SEC ID: 33

CAGGTGCAGCTGGTACAGTC TEGRGCTGAGGTCGAARGAAGCCTGCEGCCTCAGTGAAGGT TTCCTGCAAGGCA

TCTGGATACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGEGGCTTGAGTGGATG

CGARATATTAATCCTAGCAATGHTGETAC TARCTACAATGAGARGTTCAAGAGCAGAGTCACCATGACCAGS

GACACGTCCACGAGCACAGTCTACATGGAOCTGRGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCOGTGTATTACTGT
10 . GAACTGGOACAGGGCTACTGGGGCCAGGRRACACTAGTCACAGTCTCCTCA

SEC ID Ne: 38: PN que codifica la construccion L11 humanizada de VL de 2A10 L11 SEC ID: 34

GATATTGTGATAACCCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCTTUGACAGCCEGCCTCCATCTCCTGCAGE
TCTAGTRAGAGTCTCCTATATAAGGATGGGAAGACATACTTGAATTGGTTTCAQGCAGAGGCCAGGCCAATCT
CCACAGCTCCTAATTTATTTAATGTCCACCCGTGCATCTGGCGTCCCAGACAGATTCAGOGGCGOTEECTCA
GGCACTGATTTCACACTOAAAATCAGCAGGETGGAGGCTGAGGATGTTCGEGTTTATTACTGCCAACARCTT
GTAGAGTATCCGCTCACGTTTGGCCAGGGEACCAAGCTGGACATCAAA
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SEC ID N°: 39: PN que codifica cadena pesada H1 humanizada de 2A10 SEC ID: 35

ATGGGATAGAGCTATATCATCCTCTTCTTEGTACGCAACAGC TACAGG TGTCCACTCCCAGCTACAGCTGGTC
CAGTCTGGGGCTGAGGTEGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTAAAGGTTTCCTGCAAGGCATCTGGATACACCTTC
ACCAGCTACTGGATGCACTGGETCOGACAGGCCCCTGGACAAGGACTTGAGTGGATAGGAANTATTAATCCT
ACGCAATGGTGGTACTAACTACAATGAGAAGTTCARGAGCAGAGTCACCATGACCAGEGACACGTCCACGAGC
ACAGTCTACATEGAGCTGAUCAGCCTGAGATCTGAGGACACGECCGTGTATTACTGTGAACTGGGACAGGGT
TACTGGGOCCAGEAAACACTAGTCACAGCTCTCCTCAGCCTCCACCAAGUERCCOATCGOTCTTCCCCCTGGCA
CCOTCCTCCAAGAGCACCTCTICCGECACAGCGACCCTGGGCTECCTGETCAAGGACTACTTCCCCGAACOS
GIGACGGTGTCATCGAACTCAGECGCCC TEACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGRCTGTCCTACAGTCCTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGS TGACCETECCCTCCAGCAGCTTGEGCACCCAGACCTACATCTGCARC
GTGAATCACAAGCOCAGCARCACCAAGG TGGACAAGARAGTTCAGCCCARATCTTGTCACARAACTCACACA
TGCCCACCGTGCCCAGCACCTEAACTCGCGEEGECACOGTCAGTC TTCOTC TTCCCCCCAARACCCAAGGAS
ACCCTCATGATCICCOGGACCCCTGAGGTCACATGOGTGL TGETGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTC
AAGTTCARCTCETACGTGCACGGOGTGGAGCTGCATAATCCCAAGACAARGCCGOGEGAGGAGCAGTACARC
AGCACCTACCCTETGGTCAGCCTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGOAGTACAAGTGC
ARGRTCTCCARCAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAMGCCAMAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCOGGRATGAGCTGACCARCAACCAGCTCAGCCPGACCTGCCTGETE
AMAGGCT TCTATCCCAGCGACATCGCCGTOGAGTEGGAGAGCAATGGECAGCCGGAGARCARCTACRAGACC
ACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACAACAGCAGGTGE
CAGCAGGGAAACGTCTTCTCATGCTCOGTGATCCATGAGGU TCTGCACAACCACTACACGCAGARGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGETAAATGA

SEC ID N°: 40: PN que codifica la construccién L11 de cadena ligera humanizada de 2A10 SEC ID: 36

ATGGGATGEAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGC TACAGGTCTCCACTCCGATATTGTGATAACC
CAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCTTGGACAGCOGGCOTCCATC TCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTC
CTATATAAGGATGGGAAGACATACTTGAATTGGTT TCAGCAGAGGCCAGGCCAATCTCCACAGCTCCTAATT
TA'I‘T‘I‘GA‘I‘G'I.'CCACCCGTGCATC'IGGGG‘I‘CCCAGACAQA‘I'I‘CAGCGGCGGNGGTC‘AGGCAC‘I‘G&T’ITCACR
CTGAAARTCAGCAGEETGCAGGCTGACGATG I TEGGGTT TATTACTGCCAACAACTTGTAGAGTATCCGETS
ACGTTTGECCAGGROACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGETGGCTGCACCATCTOTCT TCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAARTCTGGAACTGCCTCTGTTG TG TEGCCTCCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCT
AARGTACAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTCCAATCCGGTAACTCCCAGCAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGT
AACGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCARAGCAGACTACGAGARACACAARGTCTAC
GCCTGCGAAGTCACCCATCAGEGCCTGAGCTCGCCCGTCACAARGAGC TTCAACAGEGUAGAGTGTTAG

SEC ID N°; 41: Construccién H20 humanizada de VH de 2A10

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TF TS YWMHWVROAPGQOGLEW IGNINPSRGGTNYNEKFKSKATMTR
DTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELGOGYWGQGTLVTIVSS

SEC ID NO: 42: Construccion H20 humanizada de cadena pesada de 2A10

QVQLVOSGAEVRKKPGASVKVECKASGY TFTS YWMHWVROAPGQGLEWIGNINP
SENGGTNYNEKFKSKATMTRDTSTSTAYMELS SLRSEDTAVYYCELCOG YWGOGTLVTVSSASTKGPSVFELA
PSSKSTSGGTAALOCLVKDYFPEPVTVSWN SGALTSGVHTPPAVLOSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICN
VHNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHYCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFHWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE

POVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRY
QQGNVFSCSVMHEALHNHY TQOKSLSLSPGK

SEC ID N°: 43: PN que codifica la construccién H20 humanizada de VH de 2A10 SEC ID: 41

CAGGTGCAGCTGETGCAGTCTGCGCCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAG TGAAGGTTTCCTGCARGGCA
TCTGGATACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTCGACAAGCGCTTGAGTGGATC
GGAAATATTAATCCTAGCAATGGTGGTACTAACTACAATGAGAAGT TCAAGAGCAAGGCCACCATGACCAGS
GACACGTCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT
GAACTCGGGACAGGGCTACTGGEGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCA .
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SEC ID N°: 44: PN que codifica la construccion H20 humanizada de cadena pesada de 2A10 SEC ID: 42

ATGCGATGGAGCTGTATCATCCTCTTC TTGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTGCAGCTGETG
CAGTCTGCECGCTGAGG TGAAGRAGCOCTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTIGCAAGCCATCTGGATACACCTTC
ACCAGCTACTGGATGCACTEGETGOGACAGCCCCCTGGACAAGEGCTTGAGTGGATCGGAAATATTAATCCT
AGCAATGGTGGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGCARGGCCACCATGACCAGGGACACGTCCACGAGT
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGSCCCTETATTRC TG TCAACTGGGACAGGGC
TACTGGGGCCAGGGAACACTACTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAACGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCA-
COCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGECACAGCEGCCCTGEGCTCCCTGGTCARGGACTACTTCCOCGARCCE
GTGACGGTGTCGTGCAACTCAGGOGCCCTGACCAGCGBCGTGCACACCTTCCOGGCTGTCCTACAGTCCTCR
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCETGCOCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTCAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACA
TGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCGCGGGGGCACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCOGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTEETGGACGTGAGCCACGARGACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGTACGTCCACCGCCTCGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCGCGGGAGGAGCACTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCETCCTGCACCAGCACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACARGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAR
CCRCAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEATGAGCTGACCARGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTE
AAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCETGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAARCAACTACAAGACT
ACGOCTCCCETGCTGEACTCOGACGECT CCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGE
CAGCAGEGGAACGTCTTCTCATECTCCGTEATGCATGACGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTAAATGA '

SEC ID N°: 45: CDR-H3 de 2A10 CDR-H3 (G95M)
MQGY

SEC ID N°: 46: Secuencia de aminoéacidos del fragmento NOGO-A de mono titi

VQDSLCPVAQLCPSFEESEATPSPVLPDIVMEAFPLNSAVPSAGASAVOPSSSPLEASSVNFESVKHEPENPP
PYEEAMNVSRKKVSGIKEEIKEPES INAAVOETEAPY ISTACDLIKETKLSAEPTPDFSSYSEMAKVEQPLP
DHSELVEDSSPDSEPVDLFSDDRSIPDVPOKQDEAVILVKETLTETSFESMIEHENK

SEC ID N°; 47: Construcciéon H26 humanizada de VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTSYWMHWVROAPGQGLEWIGNINPSNGGTNYNEKFKSRATMTR
DTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELMQGYWGQGTLVTVSS

SEC ID N°; 48: Construcciéon H27 humanizada de VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGNINPSNGGTNYNEKFKSKATLTV
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELMOGYWGQGTLVTVSS

SEC ID N°; 49: Construcciéon H28 humanizada de VH

QVQLVQSCGAEVKKPCASVKVSCKASGY TFTSYWMHWVRQAPGQGLEWIGNINPSNGGTNYNEKFKSKATMTR
DTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELMQGYWGQGTLVTVSS

SEC ID N°: 50: PN que codifica la construccién H26 humanizada de VH SEC ID: 47

CAGGTGCAGCTGCTECAGTCTCGGEC TGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCC TCAGTGAAGGTTTCCTCCAAGGCA
TCTGGATACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGEGTGCCACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGCGATC
GGAAATATTAATCCTAGCAATGGTGGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGCAGAGCCACCATGACCAGG
GACACGTCCACGAGCACAGCCTACATGGAGC TGAGCAGCCTGAGATC TGAGCACACGGCCCTGTATTACTGT
GAACTGATGCAGGGC TACTGGGGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCA

SEC ID N°: 51: PN que codifica la construccién H27 humanizada de VH SEC ID: 48

CAGGTOCAGCTCCTGCAGTCTOGGCCTRAGETGARGAAGCCTEGGEECCTCAGTGARGGTTTCCTGCARGGCA
TCTAAATACACCTTCACCAGCTACTGGATCCACTCGETCAAMCACCGACCTGGACARGEACTTGAGTAGATC
GGAAATATTAATCCTAGCAATGGTCETACTAACTACAATGAGRAGT TCAAGAGCARAGCCACCCTCACCGTC
GACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTEAGCAGCCTCAGATC TGAGGACACGECCGTGTATTACTGT
GAACTGATGCAGGGC TACTGGGGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCA
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SEC ID N°: 52: PN que codifica la construccién H28 humanizada de VH SEC ID: 49

CAGGTGCAGCTGGTECAGTCTGGGGCTGAGCTGAABAAGCCTGGCACCTCAGTIAAGETITCCTGCAAGGCA
TCTGGATACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGEGCTGCGACAGGCCCCTGGACRAGOCCTTGAGTGOATC
GGAAATATTAATLCTAGCAATCGTGGTACTARCTACAATCAGAAGTTCAAGAGCARGGCCACCATOACCAGS
GACACGTCCACGAGCACAGCCTACATGAAGC TGASCAGLCTGAGATCTGAGGACACGGCOGTATATTACTGT
CRACTGATGCAGGEC TACTEGGACCAGGAAACACTAGTCACAGTCTCCTCA

SEC ID N°: 53: Construccion H26 humanizada de cadena pesada

QVOLVQSAABVKKPAASVKVSCKASGY TRTS YWMHWVRQAPGQGLEWIGNINP
SHGGTNYNEKFKSRATMTRDTSTSTAYMELS SLRSEDTAVYYCELMQGYWGQGTLVTVESASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVESWNSGALTSGVHTF PAVLQSSCLYSLSSVVTVPSSSLETQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKOTLMISRTPEVTICVVVDVEHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLIHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAR IERKTISKAKGOPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK.

SEC ID N°: 54: Construccion H27 humanizada de cadena pesada

QVQLVOSGAEVKKPGASVKVECKASGYTFTSYWMEWVKQRPGOGLEWIGN INP
SNGGTNYNEKPKSKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELMOGYHGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNESGALTEGVHTFPAVLASSGLYSLESVVTVPSSSLGTOTYICH
VYNHKPSRTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSRDELTIIQVSLTCLVKGFY PEDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRY
QOGNVFSCSVMHEALHNHY TQRSLSLSPGK

SEC ID N°: 55: Construccion H28 humanizada de cadena pesada

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTS YWMHWVROAPCGQGLEWIGNINP
ENGGTNYNEKFKSKATMTRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELMQGYHGOGTLVTVSSASTKGPSVF PLA
PESKSTSGGTAALGCLVEDY FPEPVTVSHNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICK -
VITHKPSNTKVDKKVE PKSCDKTHTCPPCPAPELAGAFPSVFLF PPRPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEY
KFNWYVDGVEVHNAKTK PREEQYNSTYRVVSVLTVLHGDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI EKT ISKAKGOPRE
POVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVERESNGQPENNYKT TPPYLDSDGSFFLY SKLTVOKSRW

QOGNVFECSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

SEC ID N°: 56: PN que codifica la construccién H26 humanizada de cadena pesada SEC ID: 53

ATGGGATCOAGCTETATCATCCTCTTCTTGGTAGCARCAGCTACAGGTOTCCACTCCCAGGTGCAGCTGETG
CAGTCTGGGCCTGAGGTGARGRAGCCTGEEGCC TCAGTGRAGGTTTCCTGCAAGGCATC TGGATACACCTTC
ACCAGCTACTGGATSCACTGGOTACGACAGECCCCTGEACANGGECTTGAGTCBATCGGAAATATTARTCCT
AGCAATGCTGGTACTAACTACAATGAGRAGTTCAAGAGCAGAGCCACCATAACCAGAGACACGTCCACGAGT
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCIGAGGACACGECOGTGTATTACTGTGAACTGATICAGGGC
TACTGGGECCAGGEAACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGLCCATCGG TCTTCCCCCTAGTA
CCCTCCTCCAAGAGUACCTCTEGEOGCACAGCGECCCTEGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCOCCGARCCG
GTGACGATGTCGTGGAACTCAGUCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCEGACTCTCCTACAGTCCTCA
GOACTCTACTCCCTCAGCAGCRTGETGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGRCACCCAGACCTACATCTGCAMD
GTGAATCACAAGCCCAGCAACALCAAGGTGGACAAGAAAGT TGACCCCAAATCTTGTGACAAARCTCACACA
TGCCCACCGTECCCAGCACCTGAACTCGCGEEGACACCETCAGTCTTCCTCTTCCCCOCARAACCCARGEAC
ACCCTCATGATCTCOCGGACCCCTRAGCTCACATGOGTCETOCTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGTACGTGGACGECETGCAGETGCATAATGCCAAGACAAAGCCECGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTOCTCAGCATOCTCACCETCCTGCACCAGGACTGECTGAATCECAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATOSAGAAAACCATCTCCARAGCCARRGGGCAGCCCOGAGAR
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCBGGATGAGCTGACCAAGARCCAGETCAGCCTGACCTGCCTGGTC
ARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCOCCCGTGGAGTGEGAGACGCAATGABCAGCOOGAGRACAACTACAAGACC

ACGCOTCCOGTGETGOACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAG CTCACCOTGOACAAGRCCAGGTGG
CAGCAGEGGAROGTCT TCTCATGCTCCG TGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGLCTC

TCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
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SEC ID N°: 57: PN que codifica la construccién H27 humanizada de cadena pesada SEC ID: 54

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCT TC TIGGTAGCAACAGC TACAGATG TCCACTCCCAGGTGCAGCTGGTG
CAGTCTGGGGCTCAGGTGAAGAAGCCTGGRGCCTCAGTGAAGGTTTCCTACAAGGCATCTGGATACACCTTC
ACCAGCTACTGBATGCACTGGGTGAAACAGCGACCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATCGOARATATTAATCCT
AGCAATGGTGGTACTRACTACAATGAGAAGT TCAAGAGCAAAGCCACCCTCACCGTCOCGACARATCCACGAGT
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCATGTATTACTC TCAACTGATGCAGGAS
TRCTGGGGCCAGAGAACACTAGTCACACTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATOGGTCTTOOCCCTGGCA
CCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGEGGGCACAGCGGCCCTGEECIGCCCTGGTCARGEACTACTTCCCOGARCCOG
GTGACUSTATCETOGAACTCAGGCECCCTGACCAGCGGUGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCOTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGA TGACCGTGECOTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC TGCAAL
GTGAATCACARGCCCAGCAACACCAAGE TGGACRAGAAAGTTOAQCCCAANTC TTGTGACAAAACTCACACA
TECCCACCGTACCCAGCACCTRAACTCGCGGEGECACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG TCACATACGTAGTGG TCGALGTGAGCCACGARGACCCTAAGETC
AAGTTCAACTGCTACGTGGRCEGCETGCACCTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCAGGGAGGAGCAGTACARC
ACGCACGTACCGTETGETCAGCGTOCTCACCGTCCTGCACCAGGACTEGCTGAATGOCAAGGAGTACAAGTGE
ARGGTCTCCAACAARGOCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCARAGCCAARGGGUAGCCCOGAGAR
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGRAATGAGCTGRACCAAGAACCAGAT CAGCCTOACCTGCCTGETC
ARAGGCTTCTATCCCAGCGACATORCOGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCOGAGANCANCTACARGACT
ACGCCTCCCGTGCTGEACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCARGCTCACCG TGBACAAGAGCAGGTEG
CAGCAGGGGAACUTCTTC TCATGCTCCG TGATACATGAGGCTCTGCACAACCACTACACELAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTARATGA

SEC ID N°: 58: PN que codifica la construccién de H28 humanizada de cadena pesada SEC ID: 55

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGG TAGCAACAGCTACAGUTGTCCACTCCCAGGTOCAGCTGG TG’
CAGTCTGGRACTGAGCTGARGAACCCTCCGECCTCAGTGAAGGTTTCCTIGCAAGGCATCTGGATACACCTTC
ACCAGCTACTGGATCCACTGUGTGOGACAGGCCCCTGEACAAGGECTTGAGTGGATCCAAARTATTAATCCT
AGCAATGATECETACTARCTACAATOAGAAGCTTCAAGAGCAAGECCACCATGACCAGGGACACGTCCACGAGC
ACAGCCTACATGCGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCOCTGTATTACTCTGAACTGATECAGGGC
TACTGGCECCAGGCAMCACTAGTCACASTCTCCTCAGCCTCCACCAAGOGLCCATCGGTCTTCCCOCTGGCA
CCCTOCTCCARGAGCACCTCTREECECACAGCGGOCCTEAGCTICC TG TCAAGGACTACTTCCCCGAACCOG
GTGACCG TG TCETGOAACTCAGGCOCCCTEACCAGCGGCOTECACACCTTCOCGUCTCTCCTACAGTCCTCA
GOACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGETGACCGTGCCC TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACARGAARGTTGAGCCCARATCTTGTGACARARCTCACACA
TGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCECGGGOACACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAARCCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGG TGGTCGACCTGAGCCACGAAGACCCTGAGETC
AAGTTCAACTGETACGTGGALGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCOGGAGGAGCAGTRCAAC
AGCACGTACCGTGTGOTCAGCATCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGACAAGGAGTACARGTGC
AAGGTCTCCARCAAAGCCCTCCCAGCCCOCATCGAGAAMACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAR
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGREATGAGCTGACCARGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTCGTE
ARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCEGCCGTGGAGTEGGAGAGCAATGGOCAGCCGGAGAACAACTACAAGACC
ACGCCTCCOGTGCTEGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGRCANGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAACSTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGARGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTARATGA

5 SEC ID N°: 59: Cadena pesada Hc (G95M)

OVOLOQPGTELVKPGASVKLECKASGY TFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGNINP
SNGGTNYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCELMQGYWGQGTLVIVS SASTHGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLYKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVYHTFPAVLQS SGLYSLSSVVTVRSSSLOTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEY KCKVSNKALPAPIEBKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKRQVSLTCLYKGFY PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDASPFLYSKLTVDKSRW
QOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPOK

SEC ID 60: Epitope
VLPDIVMEAPLN

SEC ID 61: Construcciéon H99 humanizada de VH de 2A10

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTETSYWMHWVRQAPGQGLEWMGN INPSNGGTNYNEKFKSRVTMTR
10 DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCELGQSYWGQGTLVTVSS
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SEC ID N°: 62: CDR H3
GQSY

SEC ID N°; 63: Construccién H100 humanizada de VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTS YWMHWVRQAPGQGLEWIGNINPSNGGTNYNEKFKSRATMTR
DTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELGQSYWGQGTLVTVSS

SEC ID N°; 64: Construccién H101 humanizada de VH

QVQLVQSGAEVKKPAASVKVSCKASCYTFTS YWMHWVKQRPGQGLEWIGNINPSNGGTNYNEKFKSKATLTV
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCELGQSYWGQGTLYTVSS

SEC ID N°; 65: Construccién H102 humanizada de VH

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGOGLEWMGNIN PSNGGTNYNEKPKSRVTMTR
DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCELMQGYWGQGTLVTVSS

SEC ID N°: 66: Construccién H98 humanizada de VH de 2A10

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGOGLEWMGNIN PSNGGTNYNEKPKSRVTMTR
DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCELMQGYWGQGTLVTVSS

SEC ID N°: 67

DIVMIQSPLSLPVTLGQPASISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFQQORPGQOSPRLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQOLVEYPLTFGQGTKLEIK

SEC ID N°: 68

DIVMIQSPLSLPVTLGOPASISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFRQRPGQSPRLL I YLMSTRASGVPDRFSGGGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

SEC ID N°: 69

DIVMTQSPLSNPVTLGQPVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFRQRPGQSPRLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGS
GTDFTLKISRVEAREDVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

SEC ID N°: 70

DIVMTQSPLSNPVTLGQPVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFRQRPGQSPQLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

SEC ID N°: 71

DIVMTQSPLSNPVTLGQPVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFLQRPGQSPRLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

SEC ID N°: 72

DIVMTQSPLSNPVTLGQPVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFRQRPGQSPRLLIYLMSTRASGVPDRFSGGGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQQLVEYPLTFGQGTKLEIK

SEC ID N°: 73
TPSPVLPDIVMEAPLN

SEC ID N°: 74
VLPDIVMEAPLNSAVP

SEC ID N°: 75
RQGY
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SEC ID N°: 76
IQGY

SEC ID No°: 77
GDGY

SEC ID N°: 78
GIGY

SEC ID N°: 79
GSGY

SEC ID N°: 80
GONY

SEC ID N°: 81
GQYY

SEC ID N°: 82
GQLY

SEC ID N°: 83
GQFY

SEC ID N°; 84
GQGW

SEC ID N°: 85
YESIKHEPENPPPYEE

SEC ID N°: 86
WQGY

SEC ID N°: 87
GAGY

SEO ID NO.88
GLGY

SEC ID N°: 89
GVGY

SEC ID N°: 90
GQWY

SEC ID N°: 91

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYY IDGDVKLTQSMAIX
RYIADKHNMLGGCPKERAEI SMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLN
GDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKY TAWPLQGWQATFGGGDHP
PKSDLEVLFQGPLGSMQESLYPVAQLCPSFEESEATPSPVLPDIVMEAPLNSAVPSAVASAVQPSLSPLEAS
SVNYESVKHEPENPPPYEEAMNVS LKKVSGIKEEIKEPESIKAAVQETEAPYISTACDLIKETKLSAEPTPD
FSNYSEMAKVEQPLPDHSEIVEDSSPDSEPVDLFSDDSIPDVPQOKQDEAVILVKENLTETSFESMIEHENKL
ERPHRD

SEC ID N°: 92

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYY IDGDVKLTQSMAII
RYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMPEDRLCHKTYLN
GDHVTHPDFMLYDALDVVLYMD PMCLDAFPKLVCFKKRIEATPQIDKYLKSSKY IAWPLQGWQATFGGGDHP
PKSDLEVLFQGPLGSKMDLVQTSEVMQESLYPAAQLCPSFEESEATPSPVLPDIVMEAPLNSAVESAGASAY
QPSSSPLEASSVNYESTIHEPENPPPYEEAMSVSLKKVSGIKEEIKEPESINAAVQETEAPYISIACDLIKE

TKLSAEPTPDFSDYSEMAKVEQPVPDHSELVEDSSPDSEPVDLFSDDSIPDVPQOKQDEAVMLVKENLPETSP
ESMIEHENKEKLSALPPEGGSSGRIVTD
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SEC ID N°: 93

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLOYY IDGDVKLTQSMATY
RYTADKHNMLGGCPKERAEI SMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLN
GDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEATIPQIDKYLKSSKY IAWPLQGWQATFGGGDHP
PKSDLEVLFQGPLGSVQDSLCPVAQLCPSFEESEATPSPVLPDIVMEAPLNSAVEPSAGASAVQPSSSPLEAS
SVNFESVKHEPENPPPYEEAMNVSRKKVSGIKEEIKEPESINAAVQETEAPYISIACDLIKETKLSAEPTED
FSSYSEMAKVEQPLPDHSELVEDSSPDSEPVDLFSDDSIPRDVPQKQDEAVILVKETLTETSFESMIEHENKL
ERPHRD

SEC ID N°: 94

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMALI
RYIADKHNMLGGCPKERAEI SMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLN
GDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKR IEATPQIDKYLKSSKY IAWPLQGWQATFGGGDHP
PKSDLEVLFQGPLGSIQESLYPTAQLCPSFEEAEATPSPVLPDIVMEAPLNSLLPSAGASVVQPSVSFLEAP
PPVSYDSIKLEPENPPPYEEAMNVALKALGTXEGIKEPES FNAAVQETEAPYISIACDLIKETKLSTEPSPED
FSNYSEIAKFEKSVPEHAELVEDSSPESEPVDLFSDDS I PEVPQTQEEAVMLMKESLTEVSETVAQHKEERL

SEC ID N°: 95
DETFAL

SEC ID N°: 96
ELSKTS

LISTADO DE SECUENCIAS

10

15

20

25

30

35

40

<110> Paul Andrew Hamblin
Jonathon Henry Ellis

Volker Germaschewski

Ruth Mcadam

Rabinder Kumar Prinjha
Stephanie Jane Clegg
George Kapsidas

<120> Inmunoglobulinas

<130> VB61773FF

<160> 96

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210>1

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 1

Ser Tyr Trp Met His
1 s

<210> 2

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

Asn Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 i5
Ser

40
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<210>3

<211>4

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

Gly Gin Gly Tyr
1

<210> 4

<211>16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
1 . 5 10 15

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser
1 5

<210>6

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Gln Gln Leu Val Glu Tyr Pro Leu Thr
1 S
<210>7
<211>113
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 7

41
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Gln val
1
Ser Val

Trp Met

Gly Asn
50

Lys Ser

&5

Met Gln

Glu Leu
Ser

<210> 8
<211> 112
<212> PRT

Gln
Lys
His
35

Ile
Lys

Leu

Cly

<213> Mus musculus

<400> 8
Asp Ile
1
Glu Ser

Asp Gly
Pro Gln

50
Asp Arg
65

Ser Arg

val Glu

<210>9
<211> 443
<212> PRT

val
val
Lys
3s

Leu

Phe

Val

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Ala

Ser

Gln
100

Ile
Ser
20

Thr

Leu

Ser

Lys

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

85
Gly

Thr
Ile
Tyr
Ile

Gly

Ala
8s
Leu

ES 2389380 T3

Gln
Cys
Lys
Sexr
Leu
70

Leu

Tyr

Gln
Ser
Leu
Tyr

Ser
70

Glu

Thr

Pro
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Thr

Trp

Asp
Cys
Asn
Leu

55
Gly

Asp

Phe

Gly
Ala
Arg
40

Gly
val

Ser

Gly

Glu
Arg
Trp
40

Met

Ser

Val

Gly

Thr
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
105

Leu
Ser
25

Phe

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

20
Gly

Ser
10

Ser
Leu

Thr

Thr

Val
920
Gly

Leu
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Ser

Thr

Asn
Lys
Gln
Arg

Asp

Tyr

Thr

Val
Thr
Gly
Tyr
&0

Ser

Ala

Thr

Pro
Ser
Arg
Ala

&0
Phe

Tyr

Lys

Lys
Fhe
Leu
45

Asn
Ser

val

Leu

Val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro
Thr
o

Glu
Glu
Thr
Tyr

Thr
110

Thr
Leu
30

Gly
Gly

Leu

Gln

Glu
110

<223> Ab quimérico que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo sapiens

<400>9

42

Gly
15
Ser

Lys
Ala

Tyr
95
Val

Ser
15

Tyr
Gln
Val

Glu

Gln
95
Leu

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80O

Cys

Ser

Gly
Lys
Ser
Ser

Ile
E-]1)

Leu

Lys



Pro
Thr
Glu
Glu

Thr

Thr
Pro
val
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys

Lys

Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn

Gly Ala

18
Ser Tyr
a0
Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

. Tyr Cys

Val Ser
110
Ser Ser

Lys Asp
Leu Thr

Leu Tyr
175

Thr Gln
190
Val Asp

Pro Pro
Phe Pro
Val Thr

258
Phe Asn

270
Pro Arg

Thr val
Val ger

Ala Lys

338
Arg Asp
350
Gly Phe

Pro Glu
Ser Phe
Gln Gly

415

His Tyr
430

Gln
Ser
Trp
Gly
Lys

Met

80

Glu
Ser
Lysg
Tyr
Ser
160
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
240
Cys
Trp
Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu
Tyr
Asn
Phe
400

Asn

Thr

ES 2389380 T3

Val Gln
val Lys
Met His

Asn Ile
50

Ser Lys

65

Gln Leu

Leu Gly
Ala Ser

Ser Thr
130

Phe Pro

145

Gly Vval

Leu Ser
Tyr Ile
Lys Val
210
Pro Ala
228
Lys Pro
val val
Tyr Val
Glu Gln

290
His Gln

-305

Lys Ala

Gln Pro

Leu Thr

Pro Ser
370

Asn Tyr

-38%

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys

Leu

Leu

20

Trp
35

Asn
Ala
Ser
Gln
Thr
115
Ser
Glu
His
Ser
Cys
195
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
275
Tyr
Asp

Leu

Arg

355

Asp Ile Ala
Lys Thr Thr
Ser Lys Leu
Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

435

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
Gly
100

Lys
Gly
Pro
Thr
Val
180
Asn
Pro
Glu

Asp

Asp

260

Gly
Asn
Trp
Pro

Glu

340
Lys Asn Gln

420

43

Gln
Cys
Lys
Ser
Leu
Leu
-85
Tyr
Gly
Gly
val
Phe
165
val
Val
Lys
Leu
Thr
2485
val
val
Ser
Leu
Ala

325
Pro

405

10
Pro

Lys
Gln
Asn
Thr

70
Thr

Frp
Pro
Thr
Thr
150
Pro

Thr

Asn

210

Ser
Ala
230
Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
310
Pro

Gln

val Ser

val Glu
37%

Gly
Ala
Arg
Gly
55
vVal
Ser
Gly
Ser
Ala
135
Val
Ala
Val
His
Cys
215
Gly
Met
His
vVal

Tyr
295

Gly

Ile

Val

Pro Pro

390

Thr val

Val Met

Leu Ser

Thr Glu

Ser Gly

25
Pro Gly
40

Gly Thr
Asp Lys
Glu Asp

Gln Gly
105

vVal Phe

120

Ala Leu

Ser Trp
Val Leu
Pro Ser
185
Lys Pro
200
Asp Lys
Ala Pro

Ile Ser

Leu
Tyr
Gln
Asgn
Ser
Ser
20
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
170
Ser
Ser
Thr

Ser

Arg

" 250

Glu Asp
265

His Asn

230

Arg Val

Lys Glu
Glu Lys

Tyr Thr

34%
Leu Thr
360
Trp Glu

Val Leu
Asp Lys
His Glu

4125

Pro Gly
440

Pro
Ala
Val
Tyr
Thr

33p
Leu

Cys
Ser
Asp
Ser
410
Ala

Lys

15
val Lys

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Asn
60

Ser Ser

75

Ala val

Leu Vval

Leu Ala
125

Cys Leu
140

Ser Gly

155

Ser Ser

Ser Leu

Asn Thr
205

His Thr
220

val Phe

235

Thr Pro

Glu val

Lys Thr
285

Ser Val
300

Lys Cys

il1s

Ile Ser

Pro Pro

Leu Val
365

Asn Gly
380

Ser Asp

395

Arg Trp

Leu His
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<210> 10

<211> 219
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2389380 T3

<223> Ab quimérico que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo sapiens

<400> 10

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
125
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
205

Thr
Leu
30
Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
110
Ser
Asn

Ala

Lys

Asp

190
Leu

<210>11

<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 11

Serxr
15

Gln
val
Glu
Gln
95

Leu
Asp
Asn
Leu
Asp
175
Tyr

Ser

Gly
Lys
Ser
Ser
Ile
80
Leu
Lys
Glu
Phe
Gln
160
Ser

Glu

Ser

Asp
Glu
Asp
Pro
Asp
Ser
Val

Arg

Gln

Tyr
145
Ser
Thr
Lys

Pro

Ile Val
Ser Val

Gly Lys
35

Gln Leu

50

Arg Phe

Arg Val
Glu Tyr

Thr vVal
115

Leu Lys
130
Pro Arg

Gly Asn
Tyr Ser
His Lvs

195

Val Thr
‘210

Ile Thr

Ser Ile

20
Thr Tyr

Leu Ile
Ser Gly
Lys Ala
-85
Pro Leu
100
Ala Ala
Ser Gly
Glu aAla
Ser Gln

165
Leu Ser
180
Val Tyr

Lys Ser

44

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
150
Glu
Ser

Ala

Phe

Asp
Cys
Asn
Leu
55

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
135

Val
Ser
Thr
Cys

Asn
21%

Glu
Arg
Trp
40

Met
Ser
val
Gly
Val
120
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

200
Arg

Leu
Ser
25
Phe
Serxr
Gly
Gly
Ala
105
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
185
Val

Gly

Ser
10
Ser
Leu
Thr
Thr
val
90
Cly
Ile
Val
Lys
Glu
170
Leu

Thr

Glu

15
Asn

Lys
Gln
Arg

Asp
75

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
155
Gln
Ser
His

Cys

Pro
Ser
Arg
Ala

60
Phe

Tyr
Lys
Pro
Leu
140
Asp
Asp
Lys

Gln
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Gln
Ser
Trp
Gly
Lys
65

Met
Glu
Ser

<210> 12
<211>113
<212> PRT

Val
Val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His
3is

Ile
Arg

Leu

Gly

Leu

Val
20

Trp
Asn
Ala
Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construcciéon de Ab humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo sapiens

<400> 12

Gln
1
Ser

Trp
Gly
Lys
65
Met
Glu
Ser

<210> 13

<211> 112
<212> PRT

val
Val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His
35

Ile
Lys
Leun

Gly

Leu
Val
20

Trp
Asn
Ala

Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion de Ab humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo sapiens

<400> 13

Val
Ser
val
Pro
Thr
Ser

85
Gly

Val
Ser
val
Pro
Thr
Ser

B85
Gly

ES 2389380 T3

Gln Ser

Cys Lys
Arg Gln

Ser Asn
55

Met Thr

70

Leu Arg

Tyr Trp

Gln Ser

Cys Lys
Lys Gln

Ser Asn
55

Leu Thr

70

Leu Arg

Tyr Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ser

Gly

Gly
Ala
Arg
40

Gly
val

Ser

Gly

45

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
105

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

Gly

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

Gly

val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

Val
Tyr
Gln
Aan
Ser
75

Thr

Thr

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Leu

Lys

Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Agn
Ser

Val

Val

Lys
Phe
Leu
45

Agn
Ser

val

Val

Pro
Thr
a0

Glu
Glu
Thr
Tyr

Thr
110

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Thr
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala

Tyr
95
Val

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala

Tyr
95
Val

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
BO

Cys

Ser

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Ser
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 1s
Gln Pro Bhla Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Gln Gln Arg Pre Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser Gly Val Pro
S0 58 60
Asp Arg Phe Ser Gly Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Leu
8s 90 a5
Val Glu Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Glmn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 14

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de Ab humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo sapiens

<400> 14

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Asn Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15
Gln Pro Val Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Leu
B85 90 S5
Val Glu Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 15

<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 15

1 5 10 15
' Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
Thr Ser Tyr Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50 55 60

46



10

Glu
65

Glu
Thr
Tyr
Thr
Pro
145
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
225
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
305
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
3s8s
Gln
Gly
Gln

Asn
<210> 16

<211> 443
<212> PRT

Trp
Lys

Ala

Val
130
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
210
val
Pro
Phe
val
Phe
290
Pro
Thr
val
Ala
Arg
370
Gly
Pro
Ser

Gln

His
450

Ile

Phe

Cys
115
Ser
Ser
Asp
Thr

Tyr
195
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
27s
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
i5s
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

438
Tyr

Gly
Lys
Mekt
100
Glu
Ser
Lys
Tyr
Ser
180
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
260
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
340
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
420

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

Asn
Ser
85

Glu
Leu
Ala
Ser
Phe
165
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
24%
Lys
val
Tyr
Glu

His

ES 2389380 T3

Ile
70

Arg
Leu
Gly
Ser
Thr
150
Pro
val
Ser
Ile
Val
230
Ala
Pro
Val
Val
Gln

310
Gln

325 -

Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
405
Leu

Val

Gln

Ala
Pro
Thr
Ser
390
Tyr
Tyx

Phe

Lys

Asn
Ala
Ser
Gln
Thr
138
Ser
Glu
His
Ser
Cys
215
Glu
Pro
Lys

Val

Asp
295

Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
a7s
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
455

Pro
Thr
Ser
Gly
120
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
200
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
280
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
360
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

440
Leu

47

Ser
Met

Leu
105

Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
185
Val
Val
Lys
Leu
Thr
26S
Val
Val
Ser
Leu
Ala
345
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
425

Ser

Ser

Asn
Thr
20

Arg
Trp
Pro
Thr
Thr
170
Pro
Thr
Asn
Ser
Ala
250
Leu
Ser
Glu
Thr
Agn
330
Pro
Gln
val
val
Pro
410
Thr

val

Leu

Gly
75

Arg
Ser
Gly
Ser
Ala
155
Val
Ala
Val
His
Cys
238
Gly
Met
His
Val

Tyr
318
Gly
Ile
val
Ser
Glu
395
Pro
val

Met

Ser

Gly
Asp
Glu
Gln
Val
140
Ala
Ser
Val
Pro
Lya
220
Asp
Ala
Ile
Glu
His
300
Arg
Lya
Glu
Tyr

Leu
3go

Trp
Val
Asp
His

Pro
460

Thr
Thr
Asp
Gly
125
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
205
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
285
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
365
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

445
Gly

Asn
Ser
Thr
110
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
190
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
270
Pro
Ala
Val
TYY
Thr
350
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
430
Ala

Lys

Tyr
Thr
95

Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
175
Ser
Ser
Asn
His
Val
255
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
338
Ile
Pro
Leu
Agn
Ser
415
Arg

Leu

Asn
80

Ser
val
Val
Ala
Leu
160
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
240
Phe
Pro
Val
Thr
val
320
Cys
Ser
Pro
val
Gly
400
Asp
Trp

His



ES 2389380 T3

<400> 16

1 5 10 15
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
Thr Ser Tyr Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu
50 58 60
Glu Trp Ile Gly Asn Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn
&5 70 75 80
Glu Lys Phe Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Thr Ser
. 85 90 95
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110
Tyr Tyr Cys Glu Leu Gly Gln Gly Tyr Trp Gly Gla Gly Thr Leu Val
115 120 125
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
13¢ 138 140
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
145 150 15% 160
Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
165 170 175
Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
180 185 130
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
195 200 205
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
21¢ 215 220
Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
225 230 235 240
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Ala Gly Ala Pro Ser Val Phe
245 250 255
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
260 265 270
Glu val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
275 280 285
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
290 29% 300
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
305 310 315 320
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
325 33¢ 338
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
340 345 350
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
3558 360 365
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
i7¢ 375 380
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
385 390 395 400
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
405 410 415
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
420 425 430
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
435 440 445
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

48
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<210> 17
<211>218
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2389380 T3

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 17

Thr
Leu
Gly
65

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
145
Asn
Ala
Lys

Asp

Leu
225

<210>18
<211>218
<212> PRT

Leu

Tyr
50

Gln
val
Lys
Gln
Ile
130
Asp
Agsn
Leu

Asp

TYyr
210
Ser

Gly
35

Lys
Ser
Pro
Ile
Leu
115
Lys
Glu
Phe

Gln

Ser

195

Glu

Ser

Asp
20

Gln
Asp
Pro
Asp
Ser
100
val
Arg
Gln
Tyr
Ser
180
Thr
Lys

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile
Pro
Gly
Gln
Arg
as

Arg
Glu
Thr
Leu
Pro
165
Gly
Tyr
His

Val

Val
Ala
Lys
Leu
70

Phe
val
Tyr
Val
Lys
150
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
230

Met Thr

Ser Ile
40

Thr Tyr

55

Leu Ile

Ser Gly
Glu Ala

Pro Leu
120

Ala Ala

135

Ser Gly

Glu Ala
Ser Gln

Leu Ser
200

val Tyr

215

Lys Ser

10
Gln Ser
25
Ser Cys

Leu Asn
Tyr Leu
Gly Gly
90
Glu Asp
105
Thr Phe
Pro Ser
Thr Ala
Lys Val
170
Glu Ser

185
Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn

Pro
Arg
Trp
Met
75

Ser
val
Gly
val
Ser
185
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
235

Leu
Ser
Phe
60

Ser
Gly
Gly
Gln
Phe
140
val
Trp
Thr
Thr
val

220
Gly

Ser
Ser
45

Gln
Thr
Thr
val
Gly
125
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
205
Thr

Glu

Leu
30

Lys
Gln
Arg
Asp
Tyr
110
Thr
Phe
Cys
Val
Gln
150
ser
His

Cys

15
Pro

Ser
Arg
Ala

Phe
895

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
175
Asp
Lys

Gln

Val
Leu
Pro
Sexr
80

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
160
Asn
Ser

Ala

Gly

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens
<400> 18

1

5

"Asp Ile Val

20

Thr Leu Gly Gln Pro Val

35

Leu Tyr Lys Asp Gly Lys

50

Gly Gln Ser Pro Gln Leu

Met Thr

Ser Ile
40

Thr Tyr

5%

Leu Ile

49

10

Gln Ser Pro

25

Ser Cys Arg

Leu Asn Trp

Tyr Leu Met

Leu Ser

Ser Ser

45

Phe Leu

€60

Ser Thr

1s

Asn Pro Val

30

Lys Ser Leu

Gln Arg Pro

Arg Ala Ser



10

15

20

25

30

65
Gly

Leu
Gln
Glu
Ser
145
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
225

<210>19
<211> 339
<212> ADN

val
Lys
Gln
Ile
130
Asp
Asn
Leu

Asp

Tyr
210
Ser

Pro
Ile
Leu
115
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
195
Glu

Ser

<213> Mus musculus

<400> 19

Asp
Ser
100
Val
Arg
Gln
Tyr
Ser
180
Thr
Lys

Pro

Arg
85

Arg
Glu
Thr
Leu
Pro
165
Gly
Tyr
His

Val

caggtccaac
teetgecaagyg
cetggacaag
aatgagaagt
atgcagctca
ggctactggy

tgcagcagcec
cttctggcta
gccttgagtg
tcaagagcaa
gcagecctgac
gccaaggcac

<210> 20
<211> 336
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 20

gatattgtga
atctecectgca
tttctgcaga
tcaggagtct
agtagagtga
ctecacgtteg

taacccagga
ggtctagtaa
gaccaggaca
cagaccggtt
aggctgagga
gtgctgggac

<210>21
<211> 1389
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2389380 T3

70
Phe Ser

Val Glu

Tyr Pro

Gly
Ala

Leu

75

Gly
90
Asp

Gly

Glu
105

Thr Phe

120

Ala
135
Ser

val

Lys
150
Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu

Ala
Gly
Ala
Gln

Ser

Pro Ser

Thr Ala

Ser
val
Gly
Val

Ser

Thr

Gly val

Gln Gly
125
Phe Ile
140

Val val

155

val
170
Ser

Lys

Glu
185

Ser Thr

200

Val
215
Lys

Lys

Thr
230

tgggactgaa
caccttcacce
gattggaaat
ggccacactg
atctgaggac
cactctcaca

tgaactctec
gagtctccta
atctecectcag
tagtggcagt
tgtgggtgry
caagctggag

Tyr

Ser

Ala Cys

Phe Asn

Gln
Val
Leu
Glu

Arg

Trp Lys

Thr Glu

Thr Leu
205
Val Thr
220

Gly Glu

235

ctggtgaage
agctactgga
attaatccta
actgtagaca
tctgeggtet
gtctectca

aatcctgtea
tataaggatg
ctectgatct

gggtcaggaa
tattactgte

ctgaaa

ctggggette
tgcactgggt
gcaatggtgg
aatcctccag
attattgtga

cttectggaga
ggaagacata
atttgatgtc
cagatttcac
aacaacttgt

80
Phe Thr

95
Tyr

Asp

Tyx
110
Thr

Cye

Lys Leu

Phe Pro Pro
Leu
160

Asn

Leu
Val Asp
175
Gln Asp
190

Ser

Ser

Lys Ala

His Gln Gly

Cys

agtgaagetg
gaagcagagg
tactaactac
cacagectac

actgggacag

atcagtttce
cttgaattgy
cacgcgtgea
cctggaaate
agagtateceg

<223> Construccion de anticuerpo quimérico que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 21

50

60

120
180
240

300

339

60

120
180
240
g0
338



ES 2 389

380 T3

atgggatgga gctgtatcat cctctttttg gtagcagcag ctacaggtgt ccactcccag 60
gtccaactgc agcagcetgyg gactgaactg gtgaagectg gggcttcagt gaagcetgtcoco 120

tgcaaggctt
ggacaaggcc
gagaagttca
cagctcagca
tactggggcec
ttccocoetygg
gtcaaggact
ggegtgceaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccacegt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgteo
aaagccctece
ccacagotgt
acctgcetygg
cagccggaga
ctctacagca
tecgtgatge
ggtaaatga

ctggctacac
ttgagtggat
agagcaaggc
gcecctgacatce
aaggcacact
cacectecte
acttceccega
cctteccgge
ccteocageayg
ccaaggtgga
geecageace
acacecteat
aagaccctga
caaagecgcey
tgcaccagga
cagcccocccat
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

cttcaccage
tggaaatatt
cacactgact
tgaggactct
agtcacagtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcace
caagaaagtt
tgaactcgeg
gatctecegy
ggtcaagttce
ggaggagcag
ctggcetgaat
cgagaaaacc
cccatcccgg
ctateccage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaceac

tactggatgc
aatcctagea
gtagacaaat
gcggtetatt
tcctcagect
tctgggggea
gtgtcgtgga
tecctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgccy
cecegtgetgyg
aggtggcagce
tacacgcaga

actgggtgaa
atggtggtac
cctecagecac
attgtgaact
ccaccaaggyg
cagecggcect
actcaggcge
tctacteect
tctgecaacgt
cttgtgacaa
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggegt
cgtaccgtgat
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actecegacgyg

aggggaacgt
agagcctctc

gcagaggcct
taactacaat
agcctacatg
gggacagggc
cccateggte
gggetgecty
c¢ctgaccage
cagcagcgtyg
gaatcacaag
aactcacaca
cttoeoccececa
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtc
ggtctccaac
gceccgagaa
ggtcagectg

gagcaatggg
ctoccttctte

cttctcatgc
cctgtetecg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1389

<210> 22

<211>720

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccioén de anticuerpo quimérico que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 22

15

atgaggtgct
gatattgtga
atctectgea
tttctgecaga
tcaggagtct
agtagagtga
ctcacgttcg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce
gtcacccatce

ctcttcagtt
taacccagga
ggtctagtaa
gaccaggaca
cagaccggtt
aggctgagga
gtgetgggac
cgccatctyga
tctatcceag
ccocaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

tctgggggty
tgaactctcc
gagtctceta
atctcctcag
tagtggcagt
tgtgggtgtg
caagctggag
tgageagtty
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctegocegte

cttatgtict
aatcctgtca
tataaggatg
ctcctgatcet
gggtcaggaa
tattactgte
ctgaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct

ggatctergg
cttetggaga
ggaagacata
atttgatgtce
cagatttcac
aacaacttgt
cggtggetge
ctgcctetgat
aggtggacaa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacagggyg

agtcagtggg
atcagtttcc
cttgaattgg
caceegtgea
cctggaaatc
agagtatccg
accatctgte
tgtgtgcetg
cgcecctcocaa
ctacagectc
cgectgcgaa
agagtgttag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

<210> 23

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

51
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380 T3

gtgaagaagc
agctactgga
attaatccta
accagggaca

acggccgtgt
gtctccteca

ctggggecte
tgcactgggt

gcaatggtygg
cgtccacgag

attactgtga

agtgaaggtt
gcgacaggcec
tactaactac
cacagcctac

actaggacag

60

12¢
180
240

300
339

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

gtgaagaagc
agctactgga
attaatccta
accgtcgaca
acggccgtgt
gtctcocctea

ctggggcctce
tgcactgggt
gcaatggtgg
aatccacgag
attactgtga

agtgaaggtt
gaaacagcga
tactaactac
cacagcctac
actgggacag

60

120
180
240
300
339

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

ctgccegtea
tataaggatg
ctectaattt
gggtcaggea
tattactgece
atcaaa

cccttggaca
ggaagacata
atttgatgte
ctgatttcac
aacaacttgt

geceggectkee
cttgaattgg
caccegtgea
actgaaaatc
agagtatccoyg

60

120
180
240
300
336

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

<400> 23
caggtgcage tggtgcagtc tggggctgag
tectgeaagy catetggata caccttcace
cctggacaag ggcttgagtg gatcggaaat
aatgagaagt tcaagagcag agccaccatg
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
ggctactggyg gccagggaac actagtcaca

<210> 24

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

sapiens

<400> 24
caggtgrage tggtgcagtc tggggctgag
tcctygcaagg catctggata cacctteacce
cctyggacaag ggcttgagtg gatcggaaat
aatgagaagt tcaagagcaa agccaccecte
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
ggctactggg gecagggaac actagtcaca

<210> 25

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

sapiens

<400> 25
gatattgtga tgacccagtc tecactctceo
atctectgea ggtctagtaa gagtctecta
tttcagcaga ggccaggcca atctcecacag
tetggggtee cagacagatt cagcggcggt
agcagggtyy aggctgagga tgttggggtt
ctecacgtttyg gocaggggace caagctggag

<210> 26

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

sapiens

<400> 26
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gatattgtga
atctcctgea
tttetecaga
tetggggtce
agcagggtgg
ctcacgttitg

tgacccagtce
ggtctagtaa
ggccaggcea
cagacagatt
aggctgagga
gccaggggac

ES 2389380 T3

tccactetce
gagtctccta
atctccacag
cageggeggt
tgttggggtt
caagctggag

<210> 27

<211> 1389

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

aacccegtcea
tataaggatyg
ctectaatte
gggtecaggcea
tattactgece
atcaaa

cecttggaca
ggaagacata
atttgatgte
ctgatttcac
aacaacttgt

gcecggtetee
cttgaattgg
caccegtgea
actgaaaatc
agagtatccg

60

120
180
240
300
336

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 27

atgggatgga
gtgcagectgg
tgcaaggcat
ggacaagggc
gagaagttca
gagctgagca
tactggggcce
ttecceectgy
gtcaaggact
ggegtgeaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
tgcccacegt
aaacccaagyg
gtgagceacyg
aatgccaaga
ctcaccgtcce
aaageccctec
ccacaggtgt
acctgectag
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge
ggtaaatga

gctgtatcat
tgcagtcetgy
ctggatacac
ttgagtggat
agagcagagc
gcctgagatce
agggaacact
cacectecte
acttcecocga
cctteceogge
cctccageag
ccaaggtgga
gcecageace
acacccteat
aagaccctga
caaagccgceg
tgcaccagga
cagecccoecat
acaccctgece
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcacegt
atgaggctct

cetettettg
ggctgaggtg
cttcaccagc
cggaaatatt
caccatgacc
tgaggacacg
agtcacagtce
caagagcace
accggtgacyg
tgtcctacag
cttgggcace
caagaaagtt
tgaactcgeg
gatctceegg
ggtcaagttc
gg9aggagcag
ctggctgaat
cgagaaaace
cccatcecocgy
ctatcccage
gaccacgeet
ggacaagagc
gcacaaccac

<210> 28

<211> 1389

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

gtagcaacag
aagaagcctg
tactggatgce
aatcctagca
agggacacgt
gcecegtgtatt
tecteagect
tetgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcaccgt
acccctgagg
aactggtacyg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgcecg
ccegtgetgy
aggtggeage
tacacgcaga

ctacaggtgt
gggcctcagt
actgggtgeyg
atggtggtac
ccacgagcac
actgtgaact
ccaccaaggg
cagcggccct
actcaggege
tctactccct
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgegt
tggacggegt
cgtacegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt
agagcctcte

ccactcccag
gaaggtttcc
acaggcccct
taactacaat
agcctacatg

gggacaggge
cceoategygte

gggctgcectyg
cctgaccage
cagcagcgtyg
gaatcacaag
aactcacaca
cttecccceca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctecaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctececttctte
cttectcatge
cctgtcteeyg

60
120
180
240
300
360
429
480
540
600
660
7240
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1389

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 28

53



atgggatgga
gtgcagctgg
tgcaaggcat
ggacaagggc
gagaagttca
gagctgagca
tactggggee
ttccceeotyy
gtcaaggact
ggcegtgcaca
gtgacegtge
cccagcaaca
tgcccacegt
aaacccaagg
gtgagccacy
aatgccaaga
ctcaccgtee
aaagccctec
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatge

ggtaaatga

gctgtatcat
tgcagtctgg
ctggatacac
ttgagtggat
agagcaaagc
gectgagatce
agggaacact
caccctecte
acttccccga
ccttecegge
cctecagceag
ccaaggtgga
geoeocageace
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgceyg
tgcaccagga
cagccceeat
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

ES 2389380 T3

cctettettyg
ggctgaggtg
cttcaccagc
cggaaatatt
cacccteace
tgaggacacg
agtcacagtc
caagagcacc
accggtgacy
tgtcctacag
cttgggcace
caagaaagtt
tgaactcgceg
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggetgaat
cgagaaaacce
cceateccygy
ctatcccagce
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

gtagcaacag
aagaagcctg
tactggatgce
aatcctagceca
gtcgacaaat
gcecgtgtatt
tcctcagect
tetgggggea
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcacegt
acccctgagy
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaq
gatgagctga
gacatcgceg
cccgtgotgg
aggtggcagc
tacacgcaga

ctacaggtgt
gggecteagt
actgggtgaa
atggtggtac
ccacgagcac
actgtgaact
ccaccaaggyg
cagcggecct
actcaggegce
tectactccect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgegt
tggacagcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggea
ccaagaacca
tggagtgaga
actccgacgg

aggggaacgt
agagcctete

ccactceccag
gaaggtttce
acagcgacct
taactacaat
agcctacatg
gggacaggge
cceateggte
gggctgcctg
cctgaccage
cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcececcca
ggtggtggac
ggaggtgcat
gagtcagegtc
ggtctecaac
gccococgagaa
ggtcagcecetg
gagcaatgygg
cteocttctte
cttctcatge
cctgtcteceg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1189

<210> 29

<211> 717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 29

ccactecegat 60
ggcctccate 120

ctacaggtgt
ttggacagce

getgtatcat cetcttettg gtagcaacag

atgggatgga

15

attgtgatga
tcctgcaggt
cagcagaggce
ggggtcccag
agggtggagg
acgtttggcc
atcttcccgc
aataacttct
ggtaactcec
agcaccctga
acccatcagg

cccagtetee
ctagtaagag
caggccaatc
acagattcag
ctgaggatgt
aggggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gcctgagctco

actctecectg
tctectatat
tccacagctco
cggcggtygy
tggggtttat
gctggagatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gcccgtcaca

cccgtcaccce

aaggatggga

ctaatttatt

tcaggcactg
tactgccaac
aaacgtacgyg
tctggaacty

cagtggaagg
gacagcaagyg
gagaaacaca

aagagcttca

agacatactt
tgatgtccac
atttcacact
aacttgtaga
tggetgcace
cctetgttgt
tggacaacgc
acagecaccta
aagtctacqc
acaggggaga

gaattggttt
ccgtgcatct
gaaaatcagc
gtatccgecte
atctgtctte
gtgcctgcoty
cctccaatcg
cagcectcage
ctgcgaagtc
gtgttag

180
240
300
360
420
480
540
600
660
717

<210> 30

<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 30

54



10

15

20

atgggatgga
attgtgatga
tcctgecaggt
ctccagaggce
ggggteccag
agggtggagg
acgtttggcc
atcttecege
aataacttet
ggtaactcec
agcaccctga
acccatcagg

gcetgtatcat
cccagtctece
ctagtaagag
caggccaatce
acagattcayg
ctgaggatgt
aggggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gcctgagcete

<210> 31
<211>19

<212>

<213> Secuencia artificial

<220>

PRT

ES 2389380 T3

cctctticttg
actctccaac
tctcctatat
tccacagctce
cggeggtggg
tggggtttat
gctggagate
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gececgtoaca

gtagcaacag
cccgtcacce
aaggatggga
ctaatttatt
tecaggcactg
tactgccaac
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca
aagagcttca

ctacaggtgt
ttggacagec
agacatactt
tgatgtccac
atttcacact
aacttgtaga
tggctgcace
cctetgtegt
tggacaacge
acagcaccta
aagtctacgce

acaggggaga

ccactccgat
ggtctccate
gaattggttt
cegtgeatet
gaaaatcage
gtatccgete
atctgtcttc
gtgecctactyg
cctecaatey
cagcctcagc
ctgcgaagtce
gtgttag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
717

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 31

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1
Val His Ser

<210> 32
<211> 439

<212>
<213>

PRT
Homo Sapiens

<400> 32

5

10

55

15



Met

Thr

Gly
Leu
65

Met
Gly
Lys
Met
Gly
145
Val
val
Leu
Thr
Phe
22%8
Gln
Leu

Ala

Ser

Tyr
305
Glu
Glu
Leu
Lys
Ser

3as
Asp

Leu

Leu

<210> 33

Ser
Arg
Glu
Leu
50

Thr
Leu
Ala
Asp
Leu
130
Asp
Val
Cys
Lys
Phe
210
Gln
Leu
Pro
Gly
val
230
Glu
Glu
Ala
Ser
val
370

Pro

Val

Thr

Glu

Pro
Leu
Arg
is

Glu
Gln
Gly
val
Phe
11s
Lys
His
Leu
Phe
Ser
195
Gly
Gly
Cys
Asp
Ala
275
Asn
Glu
Ile
Pro
Ala
355
Glu

Asp

Pro

Glu

Arg
435

Ile
Leu
20

Asp
Phe
Ser
Gly
Leu
100
Glu
Met

Val

Lys
180
Ser
Gly
Pro
Pro
Ile

260
Ser

Ala
Lys
Tyr
340
Glu
Gln

Ser

Gln

Thr
420
Pro

Leu
Leu
Glu
Pro

Met

Cys
as

Asp
Thr
Phe
Thr
Met
1es
Lys
Lys
Gly
Leu
Ser
245
Val
Val
Glu
Met
Glu
325
Ile
Pro
Pro
Glu
Lys
405

Ser

His

ES 2389380 T3

Gly
Glu
Gly
Asn
Ala
T0

Pro
Ile
Leu
Glu
His
150
Asp
Arg
Tyr
Asp
Gly
230
Phe
Met
Ile
Ser
Ser
310
Pro
Ser
Ala
Val
Pro

390
Gln

Phe

Arg

TYr
Tyx
Asp
Leu
55

Ile
Lys
Arg
Lys
Asp
i3S
Pro
Pro
Ile
Ile
His
215
Ser
Glu
Glu
Gln
Ile
295
val
Glu
Ile
Pro
Pro
37s

val

Asp

Glu

Asp

Trp
Leu
Lys
40

Pro

Ile

Glu

val
120

Arg
Asp
Met
Glu
Ala
200
Pro
Met
Glu
Ala
Pro
280
Lys
Ser
Asn
Ala
Asp
360
Asp
Asp

Glu

Ser

56

Lys
Glu

25
Trp

Tyr
Arg
Arg
Gly
105
Asp
Leu
Phe
Cys
Ala
185
Trp
Pro
Gln
Ser
Pro
265
Ser
His
Leu

Ile
cys
345
Phe
His
Leu

Thr

Met
425

Ile
10

Glu
Arg
Tyr
Tyx
Ala
30

val
Phe
Cys
Met
Leu
170
Ile
Pro
Lys
Glu
Glu
250
Leu
Ser
Glu
Lys
Asn
330
Asp
Ser
Ser
Phe
val

410

Ile

Lys
Lys
Asn
Ile
Ile
75

Glu
Ser
Leu
Hisg
Leu
158
Asp
Pro
Leu
Ser
Ser
235
Ala
Asn
Ser
Pro
Lys
315
Ala
Leu
Asp
Glu
Ser

385
Met

Glu

Gly
Tyr
Lys
Asp
60

Ala
Ile
Arg
Ser
Lys
140
Tyr
Ala
Gln
Gln
Asp
220
Leu
Thr
Ser
Pro
Glu
00
Val
Ala
Ile
Tyr
Leu
iso
Asp

Leu

Tyr

Leu
Glu
Lys
45

Gly
Asp
Ser
Ile
Lys
1258
Thr
Asp
Phe
Ile
Gly
205
Leu
Tyxr
Pro
Ala
Leu
285
Asn
Ser
Leu
Lys
Ser
365
Val
Asp

Val

Glu

val
Glu
30

Phe
Asp
Lys
Met
Ala

110
Leu

Tyr
Ala
Pro
Asp
130
Trp
Glu
Pro
Ser
Val
270
Glu
Pro
Gly
Gln
Glu
350
Glu
Glu

Ser

Lys

Asn
430

Gln
1s

His
Glu
val
His
Leu
9s

Tyrx
Pro
Ley
Leu
Lys
175
Lys
Gln
val
Ala
Pro
255
Pro
Ala
Pro
Ile
Glu
335
Thr
Met
Asp
Ile

Glu
415

Lys

Pro
Leu
Leu
Lys
Asn
80

Glu
Ser
Glu
Asn
Asp
160
Leu
Tyr
Ala
Leu
Ala
240
Val
Ser
Ser
Pro
Lys
320
Thr
Lye
Ala
Ser
Pro

400
Ser

Glu



10

15

20

25

30

35

<211>113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2389380 T3

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 33

Gln
1
Ser

Trp
Gly
Lys
65

Met
Glu
Ser

<210> 34
<211>112
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

val
val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg

Leu

Gly

Leu

Val
20

Trp
Asn
Val
Ser

Gln
100

Val
Serx
Val
Pro
Thr
Ser

85
Gly

Gln
Cys
Arg
Ser
Met

70
Leu

Tyr

Ser
Lys
Gln
Asn
58

Thr
Arg

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

Gly

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

Lys
Thr
Gly
TYY
60

Thr
ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

Val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Thr
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys

val

TYyr
95
val

Ala
Tyr
Met

Phe

Ser

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 34

Asp
1
Gln

Asp
Pro
Asp
65

Ser

Val

<210> 35
<211> 443
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile
Pro
Gly
Gln
50

Arg
Arg

Glu

Val
Ala
Lys
35

Leu

Phe

Val

Tyr

Ile
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Thr
Ile
TYY
Ile
Gly
Ala

a5
Leu

Gln
Ser
Leu
Tyr
Gly
70

Glu

Thr

Ser

Asn
Leu
55

Gly
Asp

Phe

Pro
Arg
Trp
40

Met
Ser

Val

Gly

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly
Gly

Gln
105

Ser
19

Ser
Gln
Thr
Thr

val
S0
Gly

L.eu
Lys
Gln
Arg
Asp
Tyr

Thr

Pro
Ser
Arg
Ala

60
Phe

Lys

Val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Leu

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
110

Leu
15
Tyr

Gln
val
Lys
Gln

a5
Ile

Gly
Lys
Ser
Pro
Ile
80

Leu

Lys

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 35

57



Pro
Thr
Glu
65

Glu
Thr
Tyr
Thr
Pro
145
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
228
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
305
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys

385
Gln

Gly
Gln

Asn

Gly

Ser
S0

Trp
Lys
val
TYr
val
130
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
210
Val
Pro
Phe
val
Phe
290
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
370
Gly

Pro

Ser
Gln

His
450

Ala
s

Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys
11s
Ser
Ser

Asp

Thr

TYr
195
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
275
Asn
Arg
val
Ser
Lys
355
Asp
Phe

Glu

Phe

Gly
435
Tyr

Gln
20

Ser
Trp
Gly
Lys
Met
100
Glu
Sex
Lys
Tyr
Ser
180
Ser
Thr
Lys
Cys

Pro
260

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
340
Gly
Glu
Tyr

Asn

Phe
420
Asn

Thr

Val
Val
Met
Asn
Ser
8s

Glu
Leu
Ala
Ser
Phe
165
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
245
Lys
Val
Tyr
Glu
His
328
Lys
Gln
Leu

Pro

Asn
405

Leu
val

Gln

ES 2389380 T3

Gln
Lys
His
Ile
70

Aryg
Leu
Gly
Ser
Thr
159
Pro
val
Ser
Ile
Val
230
Ala
Pro
Val
val
Gln
310
Gln
Ala
Pro

Thr

Ser
390

Tyr

Tyr
Phe

Lys

Leu
val
Trp
S5

Asn
Val
Ser
Gln
Thr
135
Ser
Glu
His

Ser

Cys
21S
Glu
Pro
Lys
val
Asp
295
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
375
Asp

Lys
Ser

Ser

Ser
455

val Gln
25

Ser Cys

40

Val Arg

Pro Ser
Thr Met

Ser Leu
105

Gly Tyr

120

Lys Gly

Gly Gly
Pro Val

Thr Phe
185

val val

200

Asn Val

Pro Lys
Glu Leu

Asp Thr
‘265

Asp Val

280

Gly val

Asn Ser
Trp Leu

Pro Ala
345

Glu Pro

360

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr

Lys Leu
425

Cys Ser

440

Leu Ser

58

10
Ser

Lys
Gln
Asn
Thr
20

Arg
Trp
Pro
Thr
Thr
170
Pro
Thr
Asn
Ser
Ala
250
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
330
Pro
Gln
val

val

Pro
410

Gly
Ala
Ala
Gly
75

Arg
Ser
Gly
Ser
Ala
155
val
Ala
val
His
Cys
238
Gly
Met
His
Val

Tyr
315
Gly
Ile
val
Ser
Glu

395
Pro

Thr val

val

Met

Leu Ser

Ala
Ser
Pro
60

Gly
Asp
Glu
Gln
val
140
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
220
Asp
Ala
Ile
Glu
His
300
Arg
Lys
Glu
TYr

Leu
380

Trp
val
Asp
His

Pro
460

Glu
Gly
45

Gly
Thr
Thr
Asp
Gly
125
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
205
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
285
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
365
Thr
Glu

Leu

Lys

Glu
445
Gly

val
30
Tyr

Gln
Asn
Ser
Thr
ilo
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
150
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
270
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr

350
Leu

Cys
Ser

Asp

Ser
430
Ala

Lys

15
Lys

Thr
Gly
Tyt
Thr
95

Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
175
Ser
Ser
Asn
His
Val
255
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
335
Ile
Pro
Leu

Asn

Ser
415

Lys
Phe
Leu
Asn
8¢

Ser
Val
Val
Ala
Leu
160
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
240
Phe
Pro
Val

Thr

Yal
320
Cys

Ser
Pro
val
Gly

400
Asp

Arg Trp

Leu His



10

15

20

25

<210> 36
<211>218
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2389380 T3

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 36

Thr
Leu
Gly
65

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
145
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
225

<210> 37
<211> 339
<212> ADN

Leu

Tyr
50

Gln
Val
Lys
Gln
Ile
130
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

210
Ser

Gly
3is

Lys
Ser
Pro
Ile
Leu
115
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
195
Glu

Ser

Asgp
20

Gln
Asp
Pro
Asp
Ser
100
Val
Arg
Gln
Tyr
Ser
180
Thr
Lys

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

10 1s

Ile Val Ile Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val

Pro Ala Ser Il
40

25 30
e Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu
45

Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Gln Gln Arg Pro

55
Gln Leu Leu Il
70
Arg Phe Ser Gl
85
Arg Vval Glu Al

60
e Tyr Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser
75 80
y Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

a Glu Asp Val Gly val Tyr Tyr Cys
105 110

Glu Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu

12

Thr Val Ala Al
135
Leu Lys Ser Gl
150

Pro Arg Glu Al
165
Gly Asn Ser Gl

0 125
a Pro Ser vVal Phe Ile Phe Pro Pro
140

y Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
155 160

a Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn

170 175
n Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser
185 190

Tyr, Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
200 205
Hig Lys Val Tyr Ala Cys Glu vVal Thr His Gln Gly

215

220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

230

235

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 37

caggtgcage tggtgcagte tggggctgag gtgaagaage ctggggectc agtgaaggtt 60

tectgecaagg catctggata cacctteacce
cctggacaag ggcttgagtg gatgggaaat
aatgagaagt tcaagagcag agtcaccatg
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
ggctactggg gccagggaac actagtcaca

59

agectactgga tgcactgggt gegacaggee 120
attaatcecta gecaatggtgg tactaactac 180
accagggaca cgtccacgag cacagtctac 240
acggccgtgt attactgtga actgggacag 300
gtctcctca 339



ES 2389380 T3

<210> 38

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

10

<400> 38

gatattgtga
atctecctgea
tttcagcaga
tctggggtcce
agcagggtygg
ctcacgtttg

taacccagtce
ggtctagtaa
ggccaggcca
cagacagatt
aggctgagga
gccaggggac

tcecactctee
gagtctcecta
atctecacag
cagceggeggt
tgttggggtt
caagctggayg

ctgeccgtca
tataaggatg
ctcctaattt
gggtcaggca
tattactgcc
atcaaa

cccttggaca
ggaagacata
atttgatgte
ctgatttcac
aacaacttgt

gceggectee
cttgaattqgg
caccegtgea
actgaaaatc
agagtatccg

&80

12¢
180
240
300
338

<210> 39

<211> 1389

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 39

25

atgggatgga
gtgcagctygg
tgcaaggcat
ggacaagyggc
gagaagttca
gagctgagea
tactggggec
ttccececetgg
gtcaaggact
ggcegtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
tgcccaccegt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcacegtee
aaagecctcee
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccagaga
ctctacagca
tcegtgatge
ggtaaatga

getgtatcat
tacagtetgg
ctggatacac
ttgagtgaat
agagcagagt
gectgagate
agagaacact
cacectectee
actteccoya
ccttcoogge
cctccagcag
ccaaggtgga
gcccageace
acaccctcat
aagaccetga
caaagccegeg
tgacaccagga
¢cagececcat
acaccctgee
tcaaaggcett
acaactacaa
ageccaccege
atgaggctct

cctettettg
ggctgaggtg
cttcaccage
gggaaatatt
caccatgacc
tgaggacacg
agtcacagtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacce
caagaaagtt
tgaactcgcg
gatctccogqg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggcetgaat
cgagaaaacce
cccatceegg
ctatcccage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

gtagcaacag
aagaagcctg
tactggatgc
aatcctagca
agggacacgt
gecegtgtatt
tcctcagect
tctgggagea
gtgtcgtgga
tcctecaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcaccgt
accecctgagq
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgccg
ccecgtgctagg
aggtggcagce
tacacgcaga

ctacaggtgt
ggagcctcagt
actgggtgcyg
atggtggtac
ccacgagcac
actgtgaact
ccaceaaggg
cagcggccecet
actcaggegce
tctactcect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggcegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacqag

aggggaacgt
agagcctcte

ccactcccag
gaaggtttcc
acaggccccet
taactacaat
agtctacatg
gggacagggce
cccateggte
gggctgectg
cctgaccage
cagcagegtg
gaatcacaag
aactcacaca
ctteececcea
ggtggtggac
ggaggtgeat
ggtcageqte
ggtctccaac
geeccgagaa
ggtcagcetyg
dagcaatggg
ctccttette
cttctcatgc
cctgtetecg

60
120
180
2490
300
is0
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1389

<210> 40

<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

60



10

15

20

25

30

sapiens

<400> 40

atgggatgga
attgtgataa
tcectgecaggt
cagcagagyc
ggggteccag
agggtggagyg
acgtttggcece
atcttececge
aataacttct
ggtaactece
agcaccctga
acccatcagg

<210>41
<211>113
<212> PRT

gctgtatcat
cccagtetece
ctagtaagag
caggccaatce
acagattcag
ctgaggatgt
aggggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgetgageaa
geetgagete

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2389380 T3

cectettcttyg
actctccety
tctecctatat
tccacagete
cggeagtyggy
tgggatttat
getggagate
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gceegteaca

gtagcaacag
ccegtcacce
aaggatggga
ctaatttatt
tcaggcactg
tactgccaac
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagq
gagaaacaca
aagagcttca

ctacaggatgt
ttggacagcce
agacatactt
tgatgtccac
atttcacact
aacttgtaga
tggctygecace
ccteotgttgt
tggacaacgc
acagcaccta
aagtctacgc
acaggggaga

ccactceogat
ggcctccate
gaattggttt
ccgtgcatct
gaaaatcagce
gtatccgete
atctgtctte
gtgcctgetg
cctccaateg
cagccteage
ctgegaagtce
gtgttag

&0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 41

Gln
1
Ser
Trp
Gly
Lys
65
Met
Glu

Ser

<210> 42
<211> 443
<212> PRT

Val
val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln Leu

val
20

Trp

Lys

His
35
Ile Asn

Lys Ala

Leu Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Gln Ser

Lys
Arg Gln

Asn
55
Thr

Ser

Met
70

Leu Arg

85

Gln
100

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Trp

Ala Glu
10

Gly

Gly
Ala Ser
25
Ala Pro
40
Gly

Gly Thr

Arg Asp Thr

Ser Glu Asp
90
Gln Gly

105

Gly

Gly

val Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyr
60
Ser Thr
75
Thr Ala

Thr Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

Val

Pro Gly
Thr
30

Glu

Ser
Trp
Glu Lys

Thr Ala

Tyr
a5
val

Tyr

Thr
110

Ala
Tyr
Ile

Phe

Ser

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 42

5

10

15

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

61
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20 25 30
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
Thr Ser Tyr Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50 55 60
Glu Trp Ile Gly Asn Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Asn
65 70 75 B8O
Glu Lys Phe Lys Ser Lys Ala Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser
85 90 @5
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110
Tyr Tyr Cys Glu Leu Gly Gln Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
118 120 125
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
130 135 140
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
145 150 155 160
Val 1Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly
165 170 175
Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
180 185 180
Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
195 200 205
Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
210 21S 220
Lys Vval Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
225 230 235 240
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Ala Gly Ala Pro Ser Val Phe
245 250 255
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
260 265 270
Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
275 280 285
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Vval Glu Val His Asn Ala Lys Thr
290 2985 300
Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
308 310 315 320
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
325 330 335
Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
340 48 350
Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
3ss 360 365 ’
Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
370 375 380
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
385 390 395 400
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
405 410 415
Gly Ser pPhe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
420 425 430
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
435 440 445
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 43

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 43

10

caggtygcagce
tcctgeaagg
cctggacaag
aatgagaagt
atggagctga
ggctactggg

<210> 44

tggtgcagte
catctggata
ggcttgagtyg
tcaagagcaa
gcagcetgag
gccagggaac

tggggctdag
caccttcace
gatcggaaat
ggccaccatg
atctgaggac
actagtcaca

gtgaagaagc
agctactgga
attaatccta
accagggaca
acggccgtgt
gtctectea

ctggggcctce
tgcactgggt
gcaatggtgg
cgtccacgag
attactgtga

agtgaaggtt
gcgacaqgec
tactaactac
cacagcctac
actgggacag

60

120
180
240
300
339

<211> 1389
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 44

20

atgggatgga
gtgcagetygg
tgcaaggcat
ggacaagggce
gagaagttca
gagctgagca
tactggggcce
ttecceocetgg
gtcaaggact
ggegtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgceccaccegt
aaacccaagq
gtgagccacg
aatgeccaaga
ctcaccgtcece
aaagccctcc
ccacaggtgt
acctgectygg
cagcceggaga
ctctacageca
tccgtgatge
ggtaaatga

gctgtatcat
tgcagtcetgg
ctggatacac
ttgagtggat
agagcaaggce
gcctgagatce
agggaacact
caccctecte
acttcccega
ccttecegge
cctecageag
ccaaggtgga
gcccagceace
acacccteat
aagaccctga
caaagccgceyg
tgraccagga
cagcccccat
acaccctgece
tcaaaggectt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

cctettcttg
ggctgaggty
¢cttcaccagce
¢ggaaatatt
caccatgace
tgaggacacg
agtcacagtc
caagagcacce
aceggtgacy
tgtcctacag
cttgggcace
caagaaagtt
tgaactecgeg
gatctocegg
ggtcaagtte
ggaggageag
ctggctgaat
cgagaaaacce
ccecatccecegy
ctatcccage
gaccacgect
ggacaagage
gcacaaccac

gtagcaacag
aagaagccetg
tactggatgce
aatcctagceca
agggacacgt
gccgtgtatt
tcctcagocct
tctgggggcea
gtgtcgtgga
tcetcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcaccgt
accectgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgceg
cccgtgetgyg
aggtggcagce
tacacgcaga

ctacaggtgt
gggccteagt
actgggtgcyg
atggtggtac
ccacgageac
actgtgaact
ccaccaaggg
cageggeect
actcaggcgc
tctactcect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttecct
tcacatgegt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt
agagcctctce

ccactcccag
gaaggtttcc
acaggceccect
taactacaat
agcctacatg
gggacagggc
cccatcggte
gggctygcetg
cctgaccagce
cagcagegtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttecececca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtce
ggtcktccaac
gccccocgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggyg
cteccticttce
cttetcatge
cctgtcteeg

60
120
180
240
00
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1389

<210> 45

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 45

63



10

15

20

<210> 46
<211> 200
<212> PRT

<213> Callithrix jacchus

<400> 46

Val
1
Glu
Ala
Pro
Lys

65

Ser
Ser
Ala
Asp
Asp
145
Asp
Glu
Ser

<210> 47

<211>113
<212> PRT

Gln
Ser
Pro
Ser
50

His
Arg
Ile
Cys
Phe
130
His
Leu

Ala

Met

Asp
Glu
Leu
35

Ser
Glu
Lys
Asn
Asp
115
Ser
Ser
Phe

Val

Ile
195

Ser
Ala
20

Asn
Ser
Pro
Lys
Ala
100
Leu
Ser
Glu
Ser
Ile

180
Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Thr
Ser
Pro
Glu
Val
BS

Ala
Ile
Tyr
Leu
Asp
165

Leu

His

ES 2389380 T3

Cys
Pro
Ala
Leu
Asn
70

Ser
Val
Lys
Ser
val
150
Asp
Val

Glu

Met Gln Gly Tyr

1

Pro
Ser
Val
Glu
55

Pro
Gly
Gln
Glu
Glu
138
Glu
Ser

Lys

Asn

Val
Pro
Pro
40

Ala
Pro
Ile
Glu
Thr
120
Met
Asp
Ile
Glu

Lys
200

Ala
val
25

Ser
Ser
Pro
Lys
Thr
105
Lys
Ala
Ser

Pro

Thr
185

Gln
10

Leu
Ala
Ser
Tyr
Glu
20

Glu
Leu
Lys
Ser
Asp

170
Leu

Leu
Pro
Gly
val
Glu
75

Glu
Ala
Ser
Val
Pro
155
val

Thr

Cys
Asp
Ala
Asn
60

Glu
Ile
Pro
Ala
Glu
140
Asp

Pro

Glu

Pro
Ile
Ser
45

Phe
Ala
Lys
Tyr
Glu
125
Gln
Ser

Gln

Thr

Ser
val
30

Ala
Glu
Met
Glu
Ile
110
Pro
Pro
Glu
Lys

Ser
190

Phe
15

Met
val
Ser
Asn
Pro
95

Ser
Thr
Leu
Pro
Gln

175
Phe

Glu
Glu
Gln
Val
Val
a0

Glu
Ile
Pro
Pro
Val
160
Asp

Glu

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 47

64



10

15

20

25

Gln
Ser
Trp
Gly
Lys
65
Met
Glu
Ser
<210> 48

<211>113
<212> PRT

Val
val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg

Leu

Met

Leu
val
20

Trp
Asn
Ala

Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Ser
Val

Pro

Ser
8BS
Gly

ES 2389380 T3

Gln
Cys
Arg
Ser
Met

70
Leu

YT

Ser
Lys
Gln
Agn
55

Thr
Arg

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
108

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr

Asp
90
Gly

val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

Val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Thr
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala

Tyr
95
Val

Ala
TYr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Ser

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 48

Gln
1
Ser

Trp
Gly
Lys
65

Met

Glu

Ser

<210> 49
<211>113
<212> PRT

val
val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His
35

Ile
Lys

Leu

Met

Leu
Val
20

Trp
Asn
Ala

Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Ser
val
Pro
Thr
Ser

as
Gly

Gln
Cys
Lys
Ser
Leu

70
Leu

Tyrx

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Trp

Gly
Ala
Arg
40

Gly
val

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
108

Glu
190

Gly
Gly
Thr
Lys
Asgp

20
Gly

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

Val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
TYr

Thr
110

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala

Tyr
a5
val

Ala
Tyr
Ile

Phe

Tyr
80
Cys

Ser

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 49

65



10

15

20

25

30

35

ES 2389380 T3

Val Lys Lys

Thr Phe

Tyr

Gln Gly Leu
45

Asn Asn

Tyr
60
Ser Thr Ser
75
Thr

Ala Val

Thr Leu Val

ctggggcectc
tgcactgggt
gcaatggtgg
cgtccacgayg
attactgtga

ctggggectc
tgcactgggt
gcaatggtgy
aatccacgag
attactgtga

Pro Gly
15
Thr Ser
30
Glu Trp

Glu Lys

Thr Ala
80
TYr
95
val

Tyr

Thr
110

agtgaaggtt
gcgacaggee
tactaactac
cacagcctac
actgatgcag

agtgaaggtt
gaaacagega
tactaactac
cacagcctac
actgatgcag

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

Ser

60

120
la0
240
300
339

60

120
180
240
300
339

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25
Trp Met His Trp Val Axrg Gln Ala Pro Gly
35 40
Gly Asn Ile Asn Pro Ser Asn Gly Giy Thr
50 55
Lys Ser Lys Ala Thr Met Thr Arg Asp Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 80
Glu Leu Met Gln Gly Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
Ser
<210> 50
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens
<400> 50
caggtgcage tggtgcagtc tggggetgag gtgaagaagco
tectgecaagg catctggata caccttcacce agetactgga
¢ctggacaag ggettgagtyg gatcggaaat attaatccta
aatgagaagt tcaagagcayg agccaccatg accagggaca
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcecgtgt
ggctactdgg gccagggaac actagtcaca gtctectca
<210>51
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens
<400> 51
caggtgcage tggtgcagte tggggctgag gtgaagaagce
tectgcaagyg catctggata caccttcace agctactgga
cctggacaaq ggcettgagtg gatcggaaat attaatccta
aatgagaagt tcaagagcaa agccaccctc acegtogaca
atggagctga geagcctgayg atctgaggac acggccgtgt
ggctactggy gecagggaac actagtcaca gtctectcea
<210> 52
<211> 339
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

66



<400> 52

caggtgcagc
tcctgcaagy
cctggacaay
aatgagaagt
atggagctga
ggctactggy

tggtgcagtce
catctggata
ggcttgagtg
tcaagagcaa
gcagcetgag
gecagggaac

ES 2389380 T3

tggggctgag
cacctteacc
gatcggaaat
ggccaccatg
atctgaggac
actagtcaca

gtgaagaagce
agctactgga
attaatccta
acecagggaca
acggcegtgt
gtectectea

ctggggecte
tgcactgggt
gcaatggtgg
cgtccacgag
attactgtga

agtgaaggtt
gcgacaggce
tactaactac
cacagcctac
actgatgcag

60

120
180
240
300
339

<210> 53

<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 53

1 5 10 1s
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

67



Pro
Thr
Glu
65

Glu
Thr
Tyr
Thr
Pro
145
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
225
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
305
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
38S
Cln
Gly
Gln
Asn

<210> 54

<211> 443
<212> PRT

Gly

Ser
50

TIp
Lys

Ala

val
130
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
210
Val
Pro
Phe
val
Phe
290
Pro
Thr
val
ala
Arg
170
Gly
Pro
Ser

Gln

His
450

Ala
3s
Tyr

Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
185
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
275
Asn
Arg
val
Ser
Lys
355
Asp
Phe
Glu

Phe

Gly
435

20
Ser

Trp
Gly
Lys
Met
100
Glu
Ser
Lys
Tyr
Ser
180
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
260
Cys
Trp
Glu
Len
Asn
140
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
420

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

Val
Met
ASD
Ser
as

Glu
Leu
Ala
Ser
Phe
165
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
245
Lys
val
Tyr
Glu
His
25
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
405
Leu

Val

Gln

ES 2389380 T3

Lys
His
1le
70

Axrg
Leu
Met
Ser
Thr
150
Pro
Val
Ser
Ile
val
230
ala
Pro
val
val
Gln
31¢
Gln
Ala
Pro

Thr

Ser
190

Tyr
Tyr
Fhe

Lys

Val
Trp
55

Asn
Ala
Ser
Gln
Thr
135
Ser
Glu
His
Ser
Cys
215
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
295
Tyr
ASp
Leu
Arg
Lys
375
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
455

Ser
40

Val
Pro
Thr
Ser
Gly
120
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
200
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
280
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
360

Asn

Ile

Lys
Cys

440
Leu

68

25
Cys

Arg
Ser
Met

Leu
105

Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
185
val
Val
Lys
Leu
Thr
265
Val
val
Ser
Leu
Ala
345
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
425

Ser

Ser

.Lys

Gln
Asn
Thr
20

Arg
Trp
Pro
Thr
Thr
170
Pro
Thr
Asn
Ser
Ala
250
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
330
Pro
Gln
val
Val
Pro
410
Thr
val

Leu

Ala
Ala
Gly
75

Arg
Ser
Gly
Ser
Ala
155
val
Ala
val
His
Cys
235
Gly
Metb
His
val
Tyr
315
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
395
Pro
Val

Met

Ser

Ser
Pro
60

Gly

Asp

Glu

Gln
Val
140
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
220
Asp
Ala
Ile
Glu
His
300
Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu
380
Trp

Val
Asp
His

Pro
460

Gly
45

Gly
Thr
Thr
Asp
Gly
125
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
205
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
285
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
365
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

445
Gly

30
Tyr

Gln
Asn
Ser
Thr
110
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
190
Ser
Ser
Thx
Ser
Arg
270
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
isg
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
430
Ala

Lys

Thr
Gly
Tyr
Thr
95

Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
175

Ser

Ser

His
val
255
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
335
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
415
Arg

Leu

Phe
Leu
Asn
80

Ser
Val
Val
Ala
Leu
160
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
240
Phe
Pro
Val
Thr
Val
320
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
400
Asp
Trp

His
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<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 54

69



Pro
Thr
Glu
65

Glu
Thr
Tyr
Thr
Pro
145
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
225
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
305
Leu
Lyse
Lys
Ser
Lys
385
Gln

Gly

Gln

Gly
Ser
50

Trp
Lys
Ala
Tyr
val
130
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
210
val
Pro
Phe
Val
Phe
290
Pro
Thr
val
Ala
Arg
370
Gly
Pro

Ser

Gln

Ala
35
Tyr

Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Ser
Ser
Asp

Thr

Tyr
195
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
275
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
355
Asp
Phe
Glu
Fhe

Gly

His
450

Gln
20

Ser
Trp
Gly
Lys
Met
100
Glu
Ser
Lys
Tyr
Ser
180
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
260
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
340
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe

420
Asn

435
Tyr

val
Val
Met
Asn
Ser
85

Glu
Leu
ala
Ser
Phe
165
Gly

Leu

Lys
Pro
245
Lys
val
Tyr
Glu
His
325
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
405

Leu

Val

Thr

ES 2389380 T3

Gln
Lys
His
Ile
70

Lys
Leu
Met
Ser
Thr
150
Pro
Val
Ser
Ile
Val
230
Ala
Pro
WVal
Vval
Gln
310
Gln
Ala
Pro

Thr

Ser
390

Tyr

Phe

Gln

Leu
Val
Trp
55

Asn
Ala
Ser
Gln
Thr
135
Ser
Glu
His
Ser
Cys
215
Glu
Pro
Lys

Val

Asp
295
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
175
Asp
Lys

Ser

Ser

Lys

val
Ser
40

Val
Pro
Thr
Ser
Gly
120
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
200
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
280
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
360

Asn

Ile

Ser
455

70

Gln
25
Cys

Lys
Ser
Leu

Leu
105

Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
185
Val
vVal
Lys
Leu
Thr
265
Val
Val
Ser
Leu
Ala
345
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu

425
Ser

440
Leu

10
Ser

Lys
Gln
Asn
Thr
90

Arg
Trp
Pro
Thr
Thr
170
Pro
Thr
Asn
Ser
ala
250
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
330
Pro
Gln
Val
val
Pro
410
Thr

val

Ser

Gly
Ala
Arg
Gly
val
Ser
Gly
Ser
Ala
155
Val
Ala
val
His
Cys
235
Gly
Met

His

Val

Tyr
315
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
395
Pro

Val

Met

Leu

Ala
Ser
Pro
60

Gly
hAsp
Glu
Gln
Val
140
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
220
Agsp
Ala
Ile
Glu
His
300
Arg
Lys

Glu

Leu
380
Trp
val
Asp

His

Ser

Glu
Gly
45

Gly
Thr
Lys
Asp
Gly
125
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
205
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
285
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
365
Thr
Glu
Leu

Lys

Glu

Pro
460

val
30

Tyr
Gln
Asn
Ser
Thr
110
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
190
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg

270
Pro

Val
Tyr
Thr

350
Leu

Cys
Ser
Asp
Ser

430
Ala

445
Gly

15
Lys

Thr

Gly

Thr
95

Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
175
Ser
Ser
Aszsn
His
Val
255
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
335
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
415
Arg

Leu

Lys

Lys
Phe
Leu
Asn
80

Ser
val
val
Ala
Leu
160
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
240
Phe
Pro
val

Thr

Val
320

Cys
Ser
Pro
Val
Gly
400
Asp

Trp

His



10

<210>55
<211> 443
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2389380 T3

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 55

Pro
Thr
Glu
65

Glu
Thr
Tyr
Thr
Pro
145
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
225
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
308
Leu

Lys

Lys

Gly

Ser
50

Trp
Lys
Ala
Tyr
Val
130
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
210
Val
Pro
Phe
Val
Phe
250
Pro
Thr

Val

Ala

Ala
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Ser
Ser

Asp

Thr

Tyx
195
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
275
Asn
Arg
val

Ser

Lys
358

Gln
20

Ser
Trp
Gly
Lys
Met
100
Glu

Ser

Lys

Ser
180
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
260
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn

340
Gly

val
val
Met
Asn
Ser
85

Glu
Leu
Ala
Ser
Phe
165
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
245
Lys
Val
Tyr
Glu
His
325
Lys

Gln

Gln
Lys
His
Ile
70

Lys
Leu
Met
Ser
Thr
150
Pro
Val
Ser
Ile
Val
230
Ala
Pro
val
Val
Gln
310
Gln
Ala

Pro

Leu
val
Trp
55

Asn
Ala
Ser
Gln
Thr
135
Ser
Glu
His
Ser

Cys
215
Glu
Pro
Lys
val

Asp
295

Tyr
Asgp
Leu

Arg

Val
Ser
40

val
Pro
Thr
Ser
Gly
1290
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
200
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
280
aly
Asn
Trp

Pro

Glu
360

71

Gln
25

Cys
Arg
Ser

Met

Leu
105
Tyr

Gly
Gly
Val
Phe
185
Val
Val
Lys
Leu
Thr
265
Val
Val
Ser
Leu
Ala

345
Pro

10
Ser

Lys
Gln
Asn
Thr
90

Arg
Trp
Pro
Thr
Thr
170
Pro
Thr
Asn
Ser
Ala
250
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
330

Pro

Gln

Gly
Ala
ala
Gly
75

Arg
Ser
Cly
Ser
Ala
155
Val
Ala
Val
Hi=s
Cys
235
Gly
Met
His
val

Tyr
315
Gly
Ile

Val

Ala
Ser
Pro
60

Gly
Asp
Glu
Gln
val
140
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
220
Asp
Ala
Ile
Glu
His
300
Arg
Lys
Glu

Tyr

Glu
Gly
45

Gly
Thr
Thr
Asp
Gly
125
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
205
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
285
Asn
Val
Glu
Lys

Thr
365

val
30

Tyr
Gln
Asn
Ser
Thr
1190
Thr

Pro

Gly

Asn
Gln
150
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
270
Pro
Ala
val
Tyr
Thr

350
Leu

15
Lys

Thr
Gly
Tyr
Thr
a5

Ala
Leuy
Leu
Cys
Ser
175
Ser
Ser
Asn
His
val
255
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
335
Ile

Pro

Lys
Phe
Leu
Asn
80

Ser
Vval
Val
Ala
Leu
160
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
240
Phe
Pro
val

Thr

Val
320

Cys
Ser

Pro
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15

Ser

Arg

Asp Glu

370

Lys
3858
Gln
Gly
Gln

Asn

Gly
Pro
Ser
Gln

His

Phe Tyr

Glu Asn

Leu

Pro

Asn

ES 2389380 T3

Thr Lys
375
Ser Asp
350

Lys

405

Phe
420
Asn

Phe

Gly
435

Tyr Thr

450

<210> 56
<211>1389
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Val

Gln

Tyr Ser

Phe Ser

Ser
455

Lys

Asn Gln val

Ile Ala Vval

Thr Thr Pro
410
Leu Thr
425

Ser

Lys
Cys val
440
Leu

Ser Leu

Ser Leu
380
Glu Trp
3585
Pro val

Val Asp

Met His

Thr
Glu
Leu
Lys

Glu

Leu

Ser Asn

Val

Gly

400

Ser
415
Arg

Asp

Ser
430

Ala Leu

445

Pro
460

Ser

Gly

Lys

Asp
Trp

His

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 56

atgggatgga
gtgcagetgy
tgcaaggcat
ggacaagggc
gagaagttca
gagctgagca
tactggggce
tteccecetgy
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaaccecaagyg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtece
aaagcectece
ccacaggtgt
acctgeetgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge
ggtaaatga

getgtateat
tgcagtetgg
ctggatacac
ttgagtggat
agagcagage
geetgagate
agggaacact
caccctecte
acttccccga
ccttoeccgyge
cctccagcag
ccaaggtgga
gcccageacce
acacccteat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagcccecat
acaccctgeco
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

cctettecttg
ggctgaggtg
cttcaccagce
cggaaatatt
caccatgacc
tgaggacacg
agtcacagtce
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
tgaactegeg
gatctecegy
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
¢gagaaaacce
cccatceegg
ctatcecagc
gaccacgcect
ggacaagagc
gcacaaccac

gtagcaacag
aagaagcctg
tactggatgce
aatcctageca
agggacacgt
geegtgtatt
tcectecagect
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcaccgt
accectgagy
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgeeg
cecegtgetgg
aggtggeage
tacacgcaga

ctacaggtgt
gggcectcagt
actgggtgcyg
atggtggtac
ccacgagcac
actgtgaact
ccaccaaggd
cagecggcecct
actcaggcgce
tctactcect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actcegacgyg
aggggaacgt
agagcctctce

ccacteccag
gaaggtttce
acaggcccct
taactacaat
agcctacatg
gatgeagggce
cccateggte
gggctgectg
cctgaccagce
cagcagegtyg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcceecea
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggtctccaac
gcococcocgagaa
ggtcagcecetg
gagcaatggg
ctcecttctte
cttctecatge
cctgtcteeg

60
120
180
244
300 -
360
420
4890
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
13g9

<210>57

<211> 1389

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 57

72
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atgggatgga gcrgtatcat cctettcttg gtagcaacag ctacaggtgt ccacteccag 60
gtgcagcetgg tgcagtctgg ggcetgaggtg aagaagcctyg gggectcagt gaaggtttcc 120

tgcaaggcat
ggacaagggc
gagaagttca
gagctgagca
tactggggcec
ttececectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cccagcaaca
tgcecacegt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtee
aaagccctce
ccacaggtgt
acctgccectgg
cagcecggaga
ctctacagcea
teegtgatge
ggtaaatga

ctggatacac
ttgagtggat
agagcaaagc
gcctgagate
agggaacact
caccctecte
acttccccga
ccttececegge
ccteccageag
ccaaggtgga
geccageace
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgey
tgcaccagga
cagccceceat
acaccctgcece
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctcet

cttcaccagce
cggaaatatt
cacccteace
tgaggacacy
agtcacagtc
caagagcacc
accggtgacy
tgtcctacag
cttgggcacce
cCaagaaagtt
tgaactcgcg
gatctceoegg
ggtcaagttc
g9aggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatecegy
ctatcceagce
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

tactggatgce
aatcctagca
gtcgacaaat
gcegtgtatt
teceteagecet
tctgggggcea
gtgtcgtgga
tectcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcacegt
acecctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctecaaag
gatgagctga
gacatcgceg
cecgtgetgg
aggtggcage
tacacgcaga

actgggtgaa
atggtggtac
ccacgagcac
actgtgaact
ccaccaagdyg
cagcggecct
actcaggcege
tctacteect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtecttect
tcacatgcgt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
Ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actceegacygy

aggggaacgt
agagcctetco

acagcgacct
taactacaat
agcctacatg
gatgcagggce
cccatcggtce
gggcetgectg
cctgaccage
cagcagedtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttceeoceca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgte
ggtctccaac
gcceocgagaa
ggtcagecetg
gagcaatggg
ctceettcectte
cttetcatge
cetgtetecg

180
240
oo
l60
420
480
540
600
€60
720
780
840
LY
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1389

<210> 58

<211>1389

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 58

73



atgggatgga
gtgcagctgy
tgcaaggcat
ggacaagggce
gagaagttca
gagctgagca
tactggggcec
tteccectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccageaaca
tgcceacegt
aaacccaagg
gtgagccacy
aatgccaaga
ctcacegtee
aaagccctee
ccacaggtgt
acctgectgg
cagcceggaga
ctctacagca
tcecgtgatgc
ggtaaatga

gctgtatcat
tgcagtetgyg
ctggatacac
ttgagtggat
agagcaaggc
gcctgagate
agggaacact
cacccteete
acttececga
ccttececgge
cetccagcag
ccaaggtgga
gccecagcace
acaccctceat
aagaccctga
caaagccgceg
tgcaccagga
cagecccccat
acaccectgee
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggcetet

ES 2389380 T3

cetcttetty
ggctgaggtyg
cttcaccage
cggaaatatc
caccatgacc
tgaggacacyg
agtcacagtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtectacag
cttgggcace
caagaaagtt
tgaactegeyg
gatctcocegyg
ggtcaagtte
gg9aggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccateceegg
ctatcceage
gaccacgcecet
ggacaagagce
gcacaaccac

gtagcaacag
aagaagecetg
tactggatge
aatcctagea
agggacacgt
gcocegtgtatte
teetecagoct
tetgggggea
gtgtcgtgyga
tccteaggac
cagacctaca
gagcccaaat
ggggcaccegt
acccecctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atcteccaaag
gatgagctga
gacatcgccy
ccecgtgctgg
aggtggcagc
tacacgcaga

ctacaggtgt
gggcctcagt
actgggtgcg
atggtggtac
ccacgagcac
actgtgaact
ccaccaaggq
cageggecct
actcaggegc
tctacteect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgegt
tggacggcgt
c¢gtacegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

.aggggaacgt

agagcctcete

ccactoeccay
gaaggtttcc
acaggcccct
taactacaat
agecctacatg
gatgcagggc
cocateggte
gggctgectg
cctgaccagce
cagcagegty
gaatcacaag
aactcacaca
ctteecccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtc
ggtctccaac
gecccogagaa
ggtcagcctg
gagcaatggy
ctectictte
cttctcatgce
cctgtctccyg

60
120
180
240
oo
380
420
480
540
600
660
720
780
840
Q00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1389

<210>59

<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccioén de anticuerpo quimérico que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 59

74



Pro
Thr
Glu
65

Glu
Thr
Tyr
Thr
Pro
145
val
Ala
Gly
Gly
Lys
225
Leu
Glu
Lys
Lys
305
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
385
Gln

Gly

Gln

Asn

Gly
Ser
50

Trp
Lys
Ala
Tyr
Val
130
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
210
Val
Pro
Phe
Val
Phe
290
Pro
Thr
val
Ala
Arg
370
Gly

Pro

Ser

Gln

His
450

Ala
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Ser
Ser
Asp

Thr

Tyr
195
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
275
Asn
Arg
val
Ser
Lys
355
Asp
FPhe
Glu

Phe

Gly
435

Tyr

Gln
20

Ser
Trp
Gly
Lys
Met
100
Glu
Ser
Lys
Tyr
Ser
180
Ser
Thr
Lys
Cys

Pro
260

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
340
Gly
Glu
Tyr

Asn

Phe
420

Asn

Thr

val
val
Met
Asn
Ser
B5

Gln
Leu
Ala
Ser
Phe
165
Gly

Leu

Lys
Pro
245
Lys
Val
Tyr
Glu
His
325
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn

405
Leu

Val

Gln

ES 2389380 T3

Gln
Lys
His
Ile
70

Lys
Leu
Met
Ser
Thr
150
Pro
Val
Ser
Ile
val
230
Ala
Pro
val
Val
Gln
310
Glin
Ala
Pro

Thr

Ser
3180
Tyt

Tyr

Phe

Lys

Leu
Leu
Trp
Asn
Ala
Ser
Gln
Thr
135
Ser
Glu
His
Ser

Cys
215
Glu
Pro
Lys
val
Asp
285
TyY
Asp
Leu
Arg
Lys
75
Asp
Lys

Ser

Ser

Ser
455

Gln
Ser
49

val
Pro
Thr
Ser
Gly
120
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
200
aAsn
Pro
Glu
Asp
Asp
280
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
i60
Asn
Ile
Thr

Lys

Cys
440
Leu

75

Gln
25

Cys
Lys
Ser
Leu
Lieu
105
Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
185
val
Val
Lys
Leu
Thr
265
val
Val
Ser
Leu
Ala
345
Pro
Gln
Ala
Thr

Leu
425

Ser

Ser

10
Pro

Lys
Gln
Asn
Thr
90

Thr
Trp
Pro
Thr
Thr
170
Pro
Thx
Asn
Ser
Ala
250
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
130
Pro
Gln
val
val
Pro

410
Thr

val

Leu

Gly
Ala
Arg
Gly
15

Val
Ser
Gly
Ser
Ala
155
val
Ala
Val
His
Cys
235
Gly
Met
His
Val

Tyr
315
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
395

Pro

Val

Met

Ser

Thr
Ser
Pro
60

Gly
Asp
Glu
Gln
Val
1440
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
220
Asp
Ala
Ile
Glu
His
300
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
380
Trp
val

Asp

His

Pro
460

Glu
Gly
45

Gly
Thr
Lys
Asp
Gly
125
Phe
Leuy
Trp
Leu
Ser
205
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
285
Asn
val
Glu
Lys
Thr
365
Thr
Glu

Leu

Lys

Glu
445
Gly

Leu
30

Tyr
Gln
Asn
Ser
Ser
110
Thr
Pro
Gly
Azn
Gln
150
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
270
Pro
Ala
val
Tyr
Thr

350
Leu

Cys
Ser
Asp
Ser
430
Ala

Lys

15
val

Thr
Gly
Tyr
Ser
95

Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
175
Ser
Ser
Asn
His
val
255
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
335
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser

415
Arg

Leu

Lys
Phe
Leu
Asn
B0

Ser
val
Val
Ala
Leu
160
Gly
Ser
Leu
Thr
240
Phe
Pro
Val

Thr

Val
320

Cys
Ser
Pro
Val
Gly
400
Asp

Trp

His
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20

25

30

35

40

<210> 60
<211>12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

<210>61
<211>113
<212> PRT

Val Leu Pro asp Ile Val Met Glu Ala Pro Leu Asn

1

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 61

Gln
1
Ser

Trp
Gly
Lys
65

Met

Glu

Ser

<210> 62
<211>4
<212> PRT

val
val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
Hisg
35

Ile
Arg

Leu

Gly

Leu
val
20

Trp
Asn
Vval

Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de mus musculus y homo sapiens

<400> 62

<210> 63
<211>113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

85
Ser

ES 2389380 T3

Gln
Cys
Arg
Ser
Met

70
Len

Tyr

5

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr

Arg

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Gly

Gly Gln Ser Tyr

1

Val
TYr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

10

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Thr
110

Gly
15
Ser

Trp
Lysa
val
Tyr

85
val

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Ser

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 63

76
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15

20

25

Gln
Ser
Trp
Gly
Lys
65

Met
dlu

Ser

<210> 64
<211>113
<212> PRT

val
val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg

Leu

Gly

Leu

Val
20

Txp
Asn
Ala
Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

85
Ser

ES 2389380 T3

Gln
Cys
Arg
Ser
Met

70
Leu

Tyr

Ser
Lys
Gln
Asn

55
Thr

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
108

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

20
Gly

val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Vval

val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Thr
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala

Tyr
95
Val

Ala

Ile
Phe

Tyr
80

Cys

Ser

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 64

Gln
1
Ser

Trp
Gly
Lys
65

Met
Glu
Ser

<210> 65

<211>113
<212> PRT

val
val
Met
Asn
50

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His
35

Ile
Lys

Leu

Gly

Leu

Val
20

Trp
Asn
Ala
Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

gs
Ser

Gln
Cys
Lys
Ser
Leu
70

Leu

Tyr

Ser
Lys
Gln
Asn
&5

Thr

Arg

Trp

Gly
Ala
Arg
40

Gly
Val

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gln
108

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90
Gly

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thx

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Thr
110

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala

Tyr
95
val

Ala
Tyr
Ile
Phe

Tyr
80
Cys

Ser

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 65

77
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15

20

25

Gln
1
Ser
Trp
Gly
Lys

65
Met
Glu

Ser

<210> 66
<211>113
<212> PRT

val
val
Met
Asn
SO

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His
is

Ile
Lys

Leu

Gly

Leu

Val
20

Trp
Asn
Ala
Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Ser
val
Pro
Thr
Ser

85
Ser

ES 2389380 T3

Gln
Cys
Arg
Ser
Met
70

Leu

Tyr

Ser
Lys
Gln
Azsn
58

Thr

Arg

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp

Glu

Gln
108

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

S0
Gly

val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

Lys

Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Thr
110

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala

Tyr
95
Val

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Ser

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 66

Gln
1
Ser

Trp
Gly
Lys
65

Met

Glu

Ser

<210> 67
<211> 112
<212> PRT

val
Val
Met
Asn
S0

Ser

Glu

Leu

Gln
Lys
His

35
Ile

Leu

Met

Leu

val
20

Trp
Asn
val
Ser

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

85
Gly

Gln
Cys
Arg
Ser
Met

70
Leu

Tyr

Ser
Lys
Gln
Agsn
58

Thr
Arg

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ser

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp

Glu

Gln
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

20
Gly

val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Thr

Lys
‘Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Thr
110

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Val

Tyr
95
Val

Ala
Tyr
Met
Phe
Tvyr
80

Cys

Ser

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 67

Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly

1

5

10

15

GIln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys

78
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25

Asp
Pro
Asp
65

Ser
val
<210> 68

<211>112
<212> PRT

Gly
Gln
50

Arg
Arg

Glu

Lys
Leu
Phe

val

Tyr

20
Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala
85

Pro Leu
100

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2389380 T3

Len

Gly
70
Glu

Thr

25

Asn Trp Phe Arg Gln Arg

40

Leu Met Ser Thr Arg Ala

55 60

Gly Ser Gly Thr asp Phe

75

Asp Val Gly val Tyr Tyr
) 20

Phe Gly Gln Gly Thr Lys
105

Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

30
Gly Gln

Gly Val

Leu Lys

Gln Gln
95

Glu Ile
110

Ser
Pro
Ile
80

Leu

Lys

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 68

Asp
1
Gln

Asp
Pro
Asp
65

Ser

Val

<210> 69
<211>112
<212> PRT

Ile
Pro
Gly
Arg
50

Arg
Arg

Glu

Val
Ala
Lys
i5

Leu
Phe
Val

TYyrx

Met Thr

Ser Ile
20
Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala
85

Pro Leu
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Ser
Leu
TYr
Gly
70

Glu

Thr

Ser Pro Leu Ser Leu Pro
10
Cys Arg Ser Ser Lys Ser
25
Asn Trp Phe Gln Gln Arg
40
Leu Met Ser Thr Arg Ala
5% 60
Gly Ser Gly Thr Asp Phe
75
Asp Val Gly Val Tyr Tyr
30
Phe Gly Gln Gly Thr Lys
145

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

Thr Leu
15

Leu Tyr

30

Gly Gln

Gly Vval

Leu Lys

Gln Gln
95

Glu Ile
110

Gly
Lys
Ser
Pro
Ile
80

Leu

Lys

<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 69
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25

Asp
Gln
Asp
Pro
Asp

65
Ser

Val

<210>70
<211>112
<212> PRT

Ile
Pro
Gly
Arg

50
Arg

Glu

val
Ala
Lys
3as

Leu

Phe

Val

Met
Ser
20

Thr
Leu

Ser

Glu

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly

Ala
85

Leu

ES 2389380 T3

Gln
Ser
Leu
Tyr
Gly

70
Glu

Thr

Ser
Cys
Asn
Leu
55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

40
Met

Ser

val

Gly

Leu
Ser
25

Phe
Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ser
10

Ser
Arg
Thr
Thr
Val
90

Gly

Leu
Lys
Gln
Arg
Asp

75
Tyr

Thr

Pro
Ser
Arg
Ala

60
Phe

Tyr

Lys

Val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Leu

Thr
Leu
30

Gly
Gly

Leu

Gln

Glu
110

Leu
15

Tyr
Gln
Val
Lys

Gln
95

Ile

Gly
Lys
Ser
Pro
Ile

8o
Leu

Lys

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens
<400> 70

Asp
1
Gln

Asp
Pro
Asp
65

Ser
Val
<210>71

<211>112
<212> PRT

Ile
Pro
Gly
Gln
50

Arg
Arg

Glu

val
Val
Lys
35

Leu

Phe

Val

Tyxr

Met
Ser
29

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
Ile
Tyr
Ile
Cly
Ala

85
Leu

Gln
Ser
Leu
Tyr
Gly
70

Glu

Thr

Ser
Cys
Asn
Leu
55

Gly
Asp

Phe

Pro
Arg
Trp
40

Met
Ser

Val

Gly

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly
Gly

Gln
108

Ser
10

Ser
Arg
Thr
Thr
val

90
Gly

Asn
Lys
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Pro
Ser
Arg
Ala

60
Phe

Tyr

Lys

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

Leu
30

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
110

Leu
15

Tyrxr
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
Lys
Ser
Pro
Ile
a0

Leu

Lys

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 71

80
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15

20

25

30

Asp
Gln
Asp
Pro
Asp
Ser

Val

<210> 72
<211> 112
<212> PRT

Ile
Pro
Gly
Arg
50

Arg
Arg

Glu

Val
val
Lys
s

Leu

Fhe

val

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo

sapiens

<400> 72

Asp
1
Gln

Asp
Pro
AsSp
65
Ser
Val
<210>73

<211>16
<212> PRT

Ile
Pro
Gly
Arg
50

Arg
Arg

Glu

Val
val
Lys
s

Leu

Phe

val

Tyr

<213> Homo Sapiens

<400> 73

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

Thr
Ile
TYyr
Ile
Gly
Ala

85
Leu

Thr
Ile
Tyrx
Ile
Gly
Ala

8S
Leu

ES 2389380 T3

Gln
Ser
Leu
Tyr
Gly
70

Glu

Thr

Gln
Ser
Leu
Tyr
Gly
70

Glu

Thr

Ser
Cys
Asn
Leu
55

Gly
Asp

Phe

Ser
Cys
Asn
Leu
5%

Gly
Asp

Phe

Pro
Arg
Trp
40

Met
Ser

val

Gly

Pro
Arg
Trp
40

Met
Ser

Val

Gly

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly
Gly

Gln
105

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly
Gly

Gln
108

Ser
10
Ser

Leu
Thr
Thr
Val

o0
Gly

Ser
10

Ser
Arg
Thr
Thr

val
S0
Gly

Asn
Lys
Gln
Arg
Asp

75

Thr

Asn
Lys
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Pro
Ser
Arg
Ala

80
Phe

Tyr

Lys

Pro
Ser
Arg
Ala

60
FPhe

Tyr

Lys

val
Leu
Pro
15

Ser
Thr
Cys

Leu

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

Thr
Leu
30

Gly
Gly

Leu

Gln

Glu

110

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
110

Leu
15

Tyr
Gln
val
Lys
Gln

95
Ile

Leu
15
Tyr

Gln
Val
Lys
Gln

L
Ile

Gly
Lys
Ser
Pro
Ile
80

Leu

Lys

Gly
Lys
Ser
Pro
Ile
80

Leu

Lys

Thr Pro Ser Pro Val Leu Pro Asp Ile Val Met Glu Ala Pro Leu Asn

1

<210>74
<211>16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

5

81
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15
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40

45

50

55

ES 2389380 T3

Val Leu Pro Asp Ile Val Met Glu Ala Pro Leu Asn Ser Ala Val Pro
1 5 10 15

<210> 75

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 75
Arg Gln Gly Tyr
1
<210> 76
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 76
Ile Gln Gly Tyr
1
<210> 77
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 77
Gly Asp Gly Tyr
1
<210> 78
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 78
Gly Ile Gly Tyr
1
<210>79
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

82



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2389380 T3

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 79
Gly Ser Gly Tyr
1
<210> 80
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 80

Gly Gln Asn Tyr

<210> 81

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 81
Gly Gln Tyr Tyr
1
<210> 82
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 82
Gly Gln Leu Tyr
1
<210> 83
<211> 4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 83

83
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45

50

55

ES 2389380 T3

Gly Gln Phe Tyr
1

<210> 84

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 84

Gly Gln Gly Trp
1

<210> 85

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 85

Tyr Glu Ser Ile Lys His Glu Pro Glu Asn Pro Pro Pro Tyr Glu Glu
1 5 10 15

<210> 86

<211>4

<212 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 86
Trp Gln Gly Tyx
1
<210> 87
<211> 4
<212 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 87
Gly Ala Gly Tyr
1
<210> 88
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

84
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ES 2389380 T3

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 88

Gly Leu Gly Tyr
1

<210> 89

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 89
Gly val Gly Tyr
1
<210> 90
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion de anticuerpo humanizado que comprende secuencias de Mus musculus y de Homo
sapiens

<400> 90
Gly Gln Trp Tyr
1
<210>91
<211> 438
<212> PRT

<213> Saimiri boliviensis

<400> 91

85



Met
Thr
Tyxr
Gly
Leu
65

Met
Gly
Lys
Met
Gly
145
Val
val
Leu
Thr
Phe
225

Gln

Leu

Ala

Ser

Tyr
Qs
Glu
Glu
Leu
Lys
Ser
3gs
Asp

Leu

Glu

<210> 92

Ser
Arg
Glu
Leu
S0

Thr
Leu
Ala
Asp
Leu
130
Asp
val
Cys
Lys
Phe
210
Gln

Leu

Pro

val
vVal
290
Glu
Glu
Ala
Ser
Val
370
Pro
val

Thr

Arg

Pro
Leu
Arg
3s

Glu
Gln
Gly
val
Phe
115
Lys
His
Leu
Phe
Ser
195
Gly
Gly
Cys

Asp

Ala
275
Asn
Glu
Ile
Pro
Ala
355
Glu
Asp
Pro

Glu

Pro
435

Ile
Leu
20

Asp
Phe
Ser
Gly
Leu
100
Glu
Met
val
Tyr
Lys
180
Ser
Gly
Pro

Pro

Ile
260

Ser
Tyr
Ala
Lys
Tyr
340
Glu
Gln
Ser
Gln
Thr

420
His

Leu
Leu
Glu
Pro

Met

Cys
85

Asp
Thr
Phe
Thr
Met
165
Lys
Lys
Gly
Leu
Ser

245
val

Ala
Glu
Met
Glu
325
Ile
Pro
Pro
Glu
Lys
40%

Ser

Arg

ES 2389380 T3

Gly
Glu
Gly
Asn
Ala
70

Pro
Ile
Leu
Glu
His
150
Asp
Arg
Tyr
Asp
Gly
230
Phe

Met

val
Ser
Asn
310
Pro
Ser
Thr
Leu
Pro
390
Gln

Phe

Asp

Tyr
Tyr
Asp
Leu
55

Ile
Lys
Arg
Lys
Asp
138
Pro
Pro
Ile
Ile
His
215
Ser

Glu

Glu

Gln
Val
295
Val
Glu
Ile
Pro
Pro
375
Val
Asp

Glu

Trp
Leu
Lys
40

Pro

Ile

Glu

Val
120
Arg
Asp
Met
Glu
Ala
200
Pro
Met
Glu

Ala

Pro
280
Lys
Ser
Ser
Ala
Asp
360
Asp
Asp
Glu

Ser

86

Lys
Glu

25
Trp

Tyr
Arg
Arg
Gly
105
Asp
Leu
Phe
Cys
Ala
185
Trp
Pro
Gln

Ser

Pro
265

Ser
His
Leu
Ile
Cys
345
Phe
His
Leu

Ala

Met
425

Ile
10
Glu

Arg

Tyr
Ala
a0

Val
Phe
Cys
Met
Leu
170
Ile
Pro
Lys
Glu
Glu

250
Leu

Leu
Glu
Lys
Lys
330
Asp
Ser
Ser
Phe
Val

410
Ile

Lys
Lys
Asn
Ile
Ile
75

Glu
Ser
Leu
His
Leu
155
Asp
Pro
Leu
Ser
Ser
235
Ala

Asn

Ser
Pro
Lys
315
Ala
Leu
Asn
Glu
Ser
395
Ile

Glu

Gly

Lys
Asp
60

Ala
Ile
Arg
Ser
Lys
140
Ala
Gln
Gln
Asp
220
Leu

Thr

Ser

Pro
Glu
100
Val
Ala
Ile
Tyr
Ile
380
Asp

Leu

His

Leu
Glu
Lys
45

Gly
Asp
Ser
Ile
Lys
125
Thr
Asp
Phe
Ile
Gly

205
Leu

Tyr
Pro

Ala

Leu
285
Asn
Ser
val
Lys
Ser
i85
Val
Asp

val

Glu

Val
Glu
10

Phe
Asp
Lys
Met
Ala

110
Leu

Ala
Pro
Asp
190
Trp
Glu
Pro

Ser

val
270

Glu
Pro
Gly
Gln
Glu
350
Glu
Glu
Ser
Lys

Asn
430

Gln
15

His
Glu
val
His

Leu
95

Tyr
Pro
Leu
Leu
Lys
175
Lys
Gln
Val
Val
Pro

255
Pro

Ala
Pro
Ile
Glu
338
Thr
Met
Asp
Ile
Glu

415
Lys

Pro
Leuy
Leu
Lys
Asn
a0

Glu
Ser
Glu
Asn
Asp
160
Leu
Tyr
Ala
Leu
Ala
240

Val

Ser

Ser
Pro
Lys
320
Thr
Lys
Ala
Ser
Pro
400

Asn

Leu



<211> 460
<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 92
Met

1
Thr

TYr
Gly
Leu
65

Met
Gly
Lys
Met
Gly
145
val
Val
Leu
Thr
Phe

225
val

Ser
Arg
Glu
Leu
50

Thr
Leu
Ala
Asp
Leu
130
Asp
val
Cys
Lys
Phe
2190
Gln

Met

Pro
Leu
Arg
Glu
Gln
Gly
Val
Phe
115
Lys
His
Leu
Phe
Ser
195
Gly
Gly

Gln

Ile
Leu
20

Asp
Phe
Ser
Gly
Leu
100
Glu
Met
Val
Tyr
Lys
180
Ser
Gly

Pro

Glu

Leu
Leu
Glu
Pro
Met
Cys
as

Asp
Thr
Phe
Thr
Met
165
Lys
Lys
Gly

Leu

Ser

ES 2389380 T3

Gly
Glu
Gly
Asn
Ala
70

Pro
Ile
Leu
Glu
His
150
Asp
Arg
Tyr
Asp
Gly

230
Leu

Tyr
Tyr
Asp
Leu
58

Ile
Lys
Arg
Lys
Asp
13s
Pro
Pro
Ile
Ile
His

215
Ser

Tyr

Trp
Leu
Lys
40

Pro
Ile
Glu
Tyr
Val
120
Arg
Asp
Met
Glu
Ala
200
Pro

Lys

Pro

87

Lys
Glu

25
Trp

Tyr
Arg
Arg
Gly
105
Asp

Leu

Phe

Ala
185
Trp
Pro

Met

Ala

Ile
10
Glu

Arg

Tyr
Ala
90

val
Phe
Cys
Met
Leu
170
Ile
Pro
Lys
Asp

Ala

Lys
Lys
Asn
Ile
Ile
75

Glu
Ser
Leu
His
Leu
158
Asp
Pro
Leu
Ser
Leu

238
Gln

Gly
Tyr
Lys
Asp
60

Ala
Ile
Arg
Ser
Lys
140
Tyr
Ala
Gln
Gln
Asp
220
Val

Leu

L.eu
Glu
Lys
45

Gly
Asp
Ser
Ile
Lys
125
Thr
Asp
Phe
Ile
Gly
208
Leu

Gln

Cys

val
Glu
30

Phe
Asp
Lys
Met
Ala
110
Leu
Tyr
Ala
Pro
Asp
190
Trp
Glu
Thr

Pro

Gln
15

His
Glu
val
His

Leu
95

Tyr
Pro
Leu
Leu
Lys
175
Lys
Gln
val

Ser

Ser

Pro
Leu
Leu
Lys
Asn
80

Glu
Ser
Glu
Asn
Asp
160
Leu
Tyr
Ala
Leu
Glu

240
Phe



Glu Glu
Glu Ala

Gln Pro
290

Ile 1le

305

Vval Ser

Glu Ser
Ile Ala
Pro Asp
370
Pro Asp
385
Val Asp
Asp Glu
Glu Ser

Pro Glu
450

<210> 93
<211>438
<212> PRT

Ser
Pro
275
Ser
His
Leu

Ile

Cys
355
Phe
His
Leuy

Ala

Met
435
Gly

<213> Callithrix jacchus

<400> 93

Glu
260
Leu
Ser
Glu
Lys
Asn
340
Asp
Ser
Ser
Phe
Val
420
Ile

Gly

245
Ala

Asn
Ser
Pro
Lys
325
Ala
Ley
Asp
Glu
Ser
405
Met

Glu

Ser

ES 2389380 T3

Thr
Ser
Pro
Glu
310
val
Ala
Ile
Tyr
Leuy
390
Asp
Leu
His

Ser

Pro
Ala
Leu
295
Asn
Ser
val
Lys
Ser
375
val
Asp
val

Glu

Gly
455

Ser
Val
280
Glu
Pro
Gly
Gln
Glu
360
Glu
Glu
Ser
Lys
Asn

440
Arg

88

Pro
265
Pro
aAla
Pro
Ile
Glu

345
Thr

Met
Asp
Ile
Glu
425
Lys

Ile

250
Val

Ser
Ser
Pro
Lys
330
Thr
Lys
Ala
Ser
Pro
410
Asn

Glu

Vval

Leu
Ala

Ser

Tyr
315
Glu
Glu
Leu
Lys
Ser
395
Asp
Leu

Lys

Thr

Pro
Gly
Val
300
Glu
Glu
Ala
Ser
val
380
Pro
val
Pro

Leu

Asp
460

Asp
Ala
285
Asn
Glu
Ile
Pro
Ala
365
Glu
Asp
Pro

Glu

Ser
445

Ile
270
Ser

Tyr
Ala
Lys
Tyr
350
Glu
Gln
Ser
Gln
Thr

430
ala

255
Val

Ala
Glu
Met
Glu
33s
Ile
Pro
Pro
Glu
Lys
415

Ser

Leu

Met
Val
Ser
Ser
320
Pro
Ser
Thr
Val
Pro
400
Gln
Phe

Pro



Met
Thr
Tyr
Gly
Leu
65

Met
Gly
Lys

Met

Gly
145

val’

Val

Leu

Thr
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o un fragmento del mismo capaz de unirse a la NOGO-A humana, que comprende una
region variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N° 49 y una
region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°: 14.

2. Un anticuerpo aislado como se reivindica en la reivindicacién 1 que tiene una cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°: 55 y una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEC ID N°: 18.

3. Un vector de expresion que comprende las secuencias polinucleotidicas codificantes de un anticuerpo de acuerdo
con la reivindicacion 1 o 2.

4. Una célula huésped que comprende un vector de expresiéon de acuerdo con la reivindicacion 3.

5. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 4, cuya célula comprende un primer vector que codifica la
cadena ligera y un segundo vector que codifica la cadena pesada.

6. Un procedimiento para producir un anticuerpo capaz de unirse a la NOGO-A humana, comprendiendo el
procedimiento las etapas de: transfectar una célula huésped con un vector de expresion que comprenda un primer
polinucleétido que codifique una regién variable de la cadena pesada que tenga la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEC ID N°: 49, y un vector de expresion que comprenda un segundo polinucleétido que codifique una
regién variable de la cadena ligera que tenga la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°: 14, y cultivar
la célula huésped en condiciones que conduzcan a la secrecion del anticuerpo a partir de dicha célula huésped en
dicho medio de cultivo.

7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 6, que adicionalmente comprende la etapa de recuperar del
medio de cultivo el anticuerpo secretado.

8. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en el que el primer y segundo polinucleétido estan
contenidos en un solo vector de expresion.

9. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-NOGO o un fragmento del mismo como se
reivindica en la reivindicacién 1 o 2, junto con un diluyente o transportador farmacéuticamente aceptable.

10. El uso de un anticuerpo anti-NOGO o un fragmento del mismo como se reivindica en la reivindicacién 1 0 2, en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis del ictus y de otras enfermedades/trastornos
neurolégicos o para el tratamiento de un paciente que padece un traumatismo mecanico del sistema nervioso central
o periférico.

11. Un anticuerpo anti-NOGO como se reivindica en la reivindicacion 1 o 2 para su uso en el tratamiento o profilaxis
del ictus y de otras enfermedades/trastornos neuroldgicos o para el tratamiento de un paciente que padece un
traumatismo mecanico del sistema nervioso central o periférico.
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Figura 1: NOGO — A56 humana —GST revestida a 1,0 mcg/ml. Anticuerpos purificados en ELISA
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Figura 2: NOGO — A56 humana —GST revestida a 0,05 mcg/ml. Anticuerpos purificados en ELISA
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Figura 3: NOGO — A56 humana —GST revestida a 1,0 mcg/ml. Anticuerpos purificados en ELISA
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Figura 4: NOGO — A56 humana —GST revestida a 0,05 mcg/ml. Anticuerpos purificados en ELISA
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Figura 5
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Figura 7: Variantes del grupo 1
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Figura 9: ELISA de union directo de los anticuerpos del grupo pre-candidato a la NOGO-A humana
recombinante (NOGO-A 5+6-GST). La Nogo-A- 5+6-GST recombinante se revistié sobre las placas A) 1,0
mcg/ml y B) a 0,05 mcg/ml. La unién de los anticuerpos se detecté usando un anti-lgG humana conjugado
con HRP (Sigma, N° A7340X). El control negativo fue un anticuerpo anti S-amiloide (H2L1). Los valores CE50
se obtuvieron usando el programa Robosage. Cada uno de los graficos mostrados a continuacion muestra
una figura representativa de tres ensayos independientes.
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Figura 10: ELISA de unién en formato inverso de los anticuerpos del grupo pre-candidato a la Nogo-A
humana recombinante (Nogo-A 5+6-GST). Los anticuerpos anti-Nogo-A se capturaron con anti-lgG humana
(Sigma, N° 9764). La unién de la Nogo-A 5+6 GST recombinante se detecté usando un anti-GST conjugado
con HRP (Sigma N° A7340). El control negativo fue un anticuerpo irrelevante. Los valores CE50 se obtuvieron
usando el programa Robosage. El siguiente grafico muestra una figura representativa de tres ensayos

diferentes.
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Figura 11: ELISA competitivo de los anticuerpos del grupo pre-candidato con el anticuerpo 2A10 parental. La
Nogo-a humana recombinante (Nogo-A 5+6 — GST) se revistié sobre las placas. Los anticuerpos 2A10 y los
humanizados se mezclaron previamente y la unién de 2A10 se determind usando un anti-lgG de raton
conjugado con HRP (Dakocytomation, N° P0260). El control positivo fue HcLc. Los valores CI50 se obtuvieron
usando el programa Robosage. El siguiente grafico muestra una figura representativa de tres ensayos
independientes.
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Figura 12: Unién de los anticuerpos anti-Nogo-A humanizados a la Nogo A humana expresada en la
superficie celular. Se modificaron células CHO-K1 por ingenieria genética para expresar la Nogo-A. Las
células se tifieron por duplicado con 100 mcg/ml de los anticuerpos anti-Nogo A humanizados seguido de una
dilucién 1:100 del anti-lgG humana secundario marcado con PE (Sigma n°® P8047). Como control negativo se
incluyd un anticuerpo irrelevante. Los datos mostrados son un ejemplo representativo de uno de los
duplicados.
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Figura 13: Union de los anticuerpos anti-Nogo-A humanizados a la Nogo-A humana celular. Las células
IMR32 se hicieron permeables, se fijaron y se tifieron con 3-90 mcg/ml de los anticuerpos anti-Nogo-A
humanizados seguido de 30 mcg/ml del anti-lgG humana secundario marcado con PE (Sigma n° P-9047).
Como control negativo se incluyd un anticuerpo irrelevante (Ab — ve). Los datos mostrados a continuacion son
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representativos de tres experimentos independientes.
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Figura 14: Comparacién de anticuerpos anti-Nogo-A humanizados en el ensayo de crecimiento neuritico. Se
compararon H28L16, H27L16 y H20L16 con los anticuerpos parentales (2A10, HclLc), con el anticuerpo 11C7
y con diversos anticuerpos de control (IgG y Campath de control). Solo se observd crecimiento neuritico

aumentado con los anticuerpos anti-Nogo A. Los efectos fueron dependientes de la dosis y estadisticamente
significativos.
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Figura 15: ELISA de union directo de H28L16 al corte y empalme de la Nogo A humana recombinante de
longitud completa (Nogo-A-GST Biocat 113015). El corte y empalme de la Nogo-A recombinante se revistio
sobre las placas a 1,0 mcg/ml. La unién de los anticuerpos se detectd usando un anti-lgG humana conjugado
con HRP (Sigma n® A7340X). El control negativo fue un anticuerpo anti-B-amiloide. Los valores CE50 se
obtuvieron usando el programa Robosage. El siguiente grafico muestra una figura representativa de dos
ensayos independientes.
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Figura 16: H28L16 muestra unién a Clq reducida. Se revistieron placas del ensayo ELISA con una
concentracion fija de los anticuerpos purificados humanizados y de control (1 mcg/ml). La C1g humana
(Sigma, C0660) se incubd con los anticuerpos y la union a Clq se cuantificé usando un anti-C1q humana
conjugado con HRP (El sitio de unién, PP020X). Los anticuerpos de control fueron Campath IgG1, Campath
IgG4 y Campath IgG1 Fc-.
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Figura 17: ELISA de unién directo de H28L16, HcLc y 11C7 a la Nogo-A56-GST de A) rata B) mono
cinomolgo, C) mono titi y D) mono ardilla. Como referencia se incluyé HcLc. Como control negativo se us6 un
anticuerpo irrelevante. Los siguientes graficos muestran una figura representativa de tres ensayos
independientes.

A B
% 25

£ 2 g 2 a
g / —s— H2BL16 § —e— H28L18
T // o 1016 o P —o— H2OL18
© —a— HeLe o ~—i— HClC
g e (5 g
s )‘// —=— negativo 2 negativo
g o 2 o5
0
e < £

0 0

0,001 001 05t 1 10 00001 0,001 0,01 0,1 1 10

[Variante de Ab NOGO] mcg/ml [Variante de Ab NOGO] mcg/ml
C D
- 25

£ . £, Lo, |
; o 7
(=]
T e ¥
3 /7/ & [//
[ ©
3 / g / o,
2% o
< g . § N

0p001 0,001 001 L 1 10 go1  opn o g1 1 10

[[Variante de Ab NOGO] mcg/ml [Variante de Ab NOGO] mcg/mi

105




ES 2389380 T3

Figura 18: ELISA competitivo para comparar la unién de los epitopes de H28L16 y 11C7. Las placas se
revistieron con Nogo-A humana recombinante (Nogo-A 5+6-GST). El anticuerpo 2A10 y 11C7 o H28L16 se
mezclaron previamente y la unién de 2A10 se determind usando un anti-lgG de ratéon conjugado con HRP
(Dakocytomation, n°® P0260). Los valores CI50 se obtuvieron usando el programa Robosage. El siguiente
grafico muestra una figura representativa de tres ensayos independientes.
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Figura 19: ELISA competitivo para comparar la union de NOGO-5+6 (Nogo-A 5+6-GST) y fragmentos
peptidicos a H28L16. El siguiente grafico muestra una figura representativa de dos ensayos independientes.
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Figura 20: Datos del ensayo ELISA para las variantes G101S/Q37R en comparacion con H6L13 y H27L16.
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