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DESCRIPCION
Proteinas de unidén a antigenos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a proteinas de unién a antigenos, incluidos los anticuerpos, que se unen al péptido
B-amiloide y en particular a péptido $-amiloide humano. La presente invencion también se refiere a usos para tratar
enfermedades o trastornos que se caracterizan por niveles de B-amiloide o depdsitos de -amiloide elevados, en
particular enfermedad de Alzheimer y enfermedades o trastornos que afectan al ojo o al nervio déptico que se
caracterizan por niveles de B-amiloide o depdsitos de 3-amiloide elevados, que incluyen degeneracién macular senil,
enfermedades de tipo glaucoma y formacién de cataratas dependiente de B-amiloide, con proteinas de union a
antigenos que se unen al péptido B-amiloide, en particular al péptido B-amiloide humano. Otros aspectos de la
presente invencion seran patentes a partir de la descripcion siguiente.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas habitual de declive cognitivo senil, que afecta a mas de 12
millones de personas en todo el mundo (Citron M (2002) Nat. Neurosci 5, Supl 1055-1057). Las etapas mas
tempranas de la enfermedad se caracterizan por una pérdida progresiva de la memoria con un declive cognitivo y
deficiencias del habla y el comportamiento asociados. En las etapas mas tardias de la enfermedad, los pacientes
desarrollan amnesia global y presentan una funcién motora muy reducida. La muerte habitualmente se produce 9
afios después del diagndstico y a menudo esta asociada a otras afecciones, habitualmente neumonia (Davis K.L. y
Samules S.C. (1998) en Pharmacological Management of Neurological and Psychiatric Disorders, editores Enna S.J.
y Coyle J.T. (McGraw-Hill, Nueva York paginas 267-316)). Los tratamientos actuales representan estrategias
sintomaticas, que se centran en aliviar la deficiencia cognitiva y mejorar los sintomas del comportamiento asociados
a la etiologia de la enfermedad en curso. En la practica, estos tratamientos proporcionan Unicamente un beneficio
cognitivo de corta duracidon ya que se ha resefiado que el nivel de deficiencia cognitiva dura Unicamente hasta 2
afos. El potencial de una terapia que modifique la enfermedad que ralentice y posiblemente detenga la progresion
de la enfermedad es enorme. Dichas estrategias proporcionarian mejoras radicales y mantenidas en la calidad de
vida de los pacientes y de forma muy importante sus cuidadores al igual que reduciria los tremendos costes
sanitarios globales de esta enfermedad.

El diagnéstico clinico de la enfermedad de Alzheimer actualmente se basa en una combinacion de pruebas fisicas y
mentales que llevan al diagndstico de una posible o probable enfermedad de Alzheimer aunque se estan
investigando biomarcadores de diagnostico y de obtencion de imagenes (Sonnen y col. (2007) Expert Rev
Neurotherapeutics 7(8): 1021-1028; Lockhart y col. (2007) Brain 130: 2607-2615). Post mortem la enfermedad se
confirma por marcadores neurolégicos bien caracterizados en el cerebro, que incluyen el depdsito de AB en placas
parenquimaticas y en los vasos cerebrales, formacion intraneuronal de ovillos neurofibrilares, pérdida de sinapsis y
pérdida de subpoblaciones neuronales en regiones especificas del cerebro (Terry, RD (1991) J Neural Trans Supl
53: 141-145).

Una ingente cantidad de indicios genéticos, histologicos y funcionales sugieren que el péptido B-amiloide (AB) es
clave en la progresion de la enfermedad de Alzheimer (Selkoe, D. J. (2001) Physiological Reviews 81: 741-766)
aunque recientemente queda menos claro si los depésitos de AR que se observan en el examen post mortem son la
causa real del declive cognitivo (Ferreira ST (2007) Life 59(4-5): 332-345). Se sabe que AB se produce mediante la
escision de la proteina precursora de B-amiloide (también conocida como APP) mediante una enzima aspartil
proteasa conocida como BACE1 (también conocida como B-secretasa, Asp2 o Memapsin-2) (De Strooper, B. y
Konig, G. (1999) Nature 402: 471-472). Ademas de los depositos parenquimaticos y vasculares, se ha planteado la
hipétesis de que las formas oligoméricas solubles de AR contribuyen al inicio de la EA y pueden afectar a la funcién
neuronal inicialmente al impedir la funcién sinaptica (Lambert y col. (1998) Proceedings of the National Academy of
Science, U.S.A. 95 : 6448-6453; Kayed y col. (2003) Science 300:486-489; Cheng y col. (2007) J Biol Chem 282(33):
23818-23828; Ferreira y col. (2007) Life 59:332-345). Aunque las placas de amiloide insolubles se encuentran de
forma temprana en la EA y en la deficiencia cognitiva (MCI), los niveles de agregados de AR soluble (algunas veces
denominados oligémeros o ligandos con capacidad de difusion derivados de AR (ADDL)) también estan aumentados
en estos individuos, y los niveles de AR soluble presentan una mejor correlacion directa con la degeneracion
neurofibrilar y con la pérdida de marcadores sinapticos que las placas de amiloide (Naslund y col. (2000) J Am Med
Assoc 283: 1571-1577, Younkin, S. (2001) Nat. Med. 1: 8-19). Ademas, estos oligdmeros pueden representar
precursores de la via de la formacion fibrilar y su eliminacion o neutralizacion puede evitar los efectos toxicos y la
formacion fibrilar (Ferreira ST (2007) Life 59(4-5): 332-345; Gong Y (2003) PNAS 100:10417-10422). A pesar de
estos hallazgos, la AB42 muy amiloidégena y las formas truncadas en el extremo amino ABx-42 son las especies
predominantes de AB que se encuentran tanto difusas como en las placas seniles (lwatsubo, T (1994) Neuron.
13:45-53, Gravina, SA (1995) J. Biol. Chem. 270:7013-7016) y los niveles relativos de AB42 parecen ser no solo un
biomarcador de EA sino también un regulador clave de la agregacion de AR en la formacién de placas de amiloide.
Se ha demostrado que 42 se agrega mas facilmente que otras formas de AB in vitro (Jarrett, JT (1993) Biochemistry
32: 4693-4697) y por ello se ha implicado a la AB42 como molécula de inicio en la patogénesis de la EA (Younkin
SG, (1998) J. Physiol. (Paris). 92: 289-292). Aunque la AB42 es habitualmente un producto minoritario en el
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metabolismo de APP, unas pequefias variaciones en su producciéon estan asociadas a unos efectos considerables
sobre el depdsito de AB y por lo tanto, se ha planteado la hipétesis de que la reduccion de AB42 por si sola puede
ser una forma eficaz de tratar la EA (Younkin SG, (1998) J. Physiol. (Paris). 92: 289-292; Levites y col. (2007) J Clin
Invest. 116(1): 193-201). En apoyo de esto, se ha resefiado que las mutaciones en la proteina precursora amiloide
(APP) y en los genes de presenilina aumentan predominantemente los niveles relativos de AB42 y que por lo tanto
acortan el tiempo hasta el inicio de la enfermedad de Alzheimer (EA) (Selkoe D.J., Podlisny M.B. (2002) Annu. Rev.
Genomics Hum. Genet. 3: 67-99). Deberia recalcarse sin embargo, que la velocidad de la deposicion de amiloide
también depende de los niveles de amiloide globales, del catabolismo y de la eficacia del aclaramiento de AR del
SNC que se ha demostrado que se ve influido negativamente por la edad y por niveles de amiloide elevados como
los que se encuentran en la EA (Deane y col. (2005) J Neurosci 25(50):11495-11503; Wang y col. (2006) Drug
Discovery Today 11(19/20): 931-938). En cuanto a esto, cada vez es mas patente que el transporte del AB entre el
sistema nervioso central (SNC) y el plasma desempeifia un papel principal en la regulacién de los niveles de amiloide
en el cerebro (Shibata, y col. (2000) J Clin Invest 106 : 1489-1499), donde el AB se transporta rapidamente desde el
SNC al plasma mediante mecanismos de transporte tales como LRP-1 y donde el A se importa rapidamente desde
el plasma al SNC mediante la union a RAGE (Zlokovic BV (2004) J Neurochem 89: 807-811). Por lo tanto, se esta
desarrollando la vacunacion activa con péptidos AR o la administracion pasiva de anticuerpos especificos contra AR
que se unen a AP periférico y que por lo tanto alteran el equilibrio dinamico entre el plasma, el CSF y el SNC. De
hecho, actualmente hay numerosos estudios que han demostrado que ambas estrategias pueden disminuir los
niveles de AR, reducir la patologia por AB y en algunos casos proporcionar un beneficio cognitivo en diversos
modelos transgénicos de amiloidosis. También se han realizado estudios limitados en especies superiores (Lemere,
CA (2004) Am J Pathology 165: 283-297; Gandy, S (2004) Alzheimer Dis Assoc Disord 18: 44:46).

Se han generado modelos animales de deposicion de amiloides que hiperexpresan transgenes humanos mutantes
en ratones. Los ratones que hiperexpresan transgenes de APP humanos Unicos habitualmente desarrollan depdsitos
de B-amiloide de tipo placa cerebral a partir de los 12 meses de edad (Games D. y col., (1995) Nature 373: 523-527;
Hsiao K. y col., (1996) Science 274: 99-102)), mientras que los ratones que portan los transgenes tanto de APP
humana mutante como de presenilina-1 (PS-1) habitualmente desarrollan depdsitos de (-amiloide de tipo placas
cerebrales desde a partir de los 2 meses de edad (Kurt M.A. y col., (2001) Exp.Neurol. 171: 59-71; McGowan E. y
col., (1999) Neurolbiol. Dis. 6: 231-244). Estas considerables diferencias bioldgicas entre los diversos modelos de
ratones transgénicos que se han usado han hecho que sea dificil comparar la farmacologia y la eficacia de las
diferentes estrategias. No existe un consenso real en la técnica sobre como funcionan realmente las inmunoterapias
dirigidas contra B-amiloide y sus diversas formas. Es muy probable que los diferentes anticuerpos con diferentes
propiedades de union tengan resultados variables en esos modelos animales. También parece razonable que los
anticuerpos pueden actuar mediante multiples mecanismos y que los diferentes modos de accion que se han
descrito no se excluyan los unos a los otros (Levites y col. (2007) J Clin Invest. 116(1): 193-201).

La primera inmunoterapia dirigida contra el amiloide cerebral en clinica fue Elan/Wyeth’'s AN-1792, una vacuna
activa. Este tratamiento se termind cuando se desarrollaron signos clinicos que eran coherentes con la
meningoencefalitis. Los analisis de subgrupo sugirieron que el tratamiento ralentizaba el declive de la funcion
cognitiva (Nature Clin Pract Neurol (2005) 1:84-85). Los analisis post-mortem de los pacientes también mostraron
indicios de aclaramiento de placas (Gilman S. y col., (2005) Neurology 64 (9) 1553-1562).

Actualmente se esta desarrollando Bapineuzumab (AAB-001, Elan/Wyeth), un anticuerpo monoclonal pasivo.

Otras enfermedades o trastornos que se caracterizan por niveles de 3-amiloide o depdsitos de 3-amiloide elevados
incluyen deficiencia cognitiva leve (Kelley BJ (2007) Neurologic Clinics 25 (3), 577-609), hemorragia cerebral
hereditaria con B-amiloidosis del tipo holandés, angiopatia -amiloide cerebral y diveros tipos de demencias
neurodegenerativas, tales como las asociadas a la enfermedad de Parkinson, paralisis supranuclear progresiva,
degeneracion basal cortical y enfermedad de Alzheimer del tipo con cuerpos de Lewis (Mollenhauer B (2007) J
Neural Transm publicada en internet el 23 de febrero de 2007, van Oijen, M Lancet Neurol. 2006 5:655-60),
sindrome de Down (Mehta, PD (2007) J Neurol Sci. 254:22-7), degeneracion macular senil (AMD) (Johnson LV y col.
(2002) PNAS USA 99: 11830-11835; Anderson DH y col. (2004) Exp Eye Res 78: 243-256), enfermedades de "tipo
glaucoma" (Guo L y col. (2007) Proc Natl Acad Sci USA 104:13444-13449) y formacion de cataratas dependiente de
[1AB (Goldstein LE y col. (2003) Lancet 361: 1258-1265; Li G y col. (2003) Mol Vision 9: 179-183).

La degeneracion macular senil (AMD) es la causa principal de ceguera en el mundo desarrollado. Existen dos
presentaciones clinicas principales de AMD. La AMD atrofica (seca) que se caracteriza por la degeneracion del
epitelio pigmentario retiniano (RPE) y la neurorretina. Las etapas mas tempranas de la AMD atréfica se asocian a la
formacion de drusen, bajo la capa celular del RPE. La AMD atrofica temprana puede progresar hasta la etapa final
de la enfermedad en la que el RPE degenera completamente y forma areas claramente demarcadas de atrofia del
RPE en la region de la macula: “atrofia geografica". En esta forma de la enfermedad, la degeneracion del RPE
provoca la muerte secundaria de los bastones y conos maculares y en estos casos, esto provoca una grave pérdida
de visién senil. Una proporcién de los pacientes de AMD desarrollan lo que puede considerarse una forma diferente
o una complicacion adicional de la enfermedad. Aproximadamente el 10-20 % de los pacientes de AMD desarrollan
neovascularizacion de las coroides, (CNV). Cuando esto sucede, la forma de la enfermedad se conoce como “AMD
himeda” y esta puede asociarse con algunas de las pérdidas de vision mas graves. En la AMD humeda, crecen
nuevos vasos de las coroides a través de roturas en la membrana de Bruch y proliferan hacia el interior y bajo el
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RPE y la neurorretina. En los casos habituales, se desarrolla la AMD en el ojo antes de que se desarrolle la forma
hdmeda, sin embargo, en ocasiones poco frecuentes, la forma neovascular puede desarrollarse en ausencia de un
anterior desarrollo de la forma atréfica. En ambas formas de la enfermedad, se produce una pérdida de visién debido
a la muerte de las células fotorreceptoras, aunque en la AMD humeda el sangrado interno de los vasos permeables
que se forman durante la CNV también provoca la pérdida de visién. En cuanto al tratamiento para la AMD se ha
conseguido algun progreso en el desarrollo de tratamientos novedosos para paliar algunos de los aspectos de la
AMD humeda, en particular la reduccién del sangrado de los vasos permeables provocados por la CNV mediante
diversas moléculas que inhiben o bien VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) o la ruta de la sefalizacion
del receptor VEGF. Sin embargo, actualmente no hay ningin medio definitivo de tratamiento para la forma atréfica
de AMD que es muy dominante ni para evitar la progresion de la AMD seca temprana o bien a una atrofia geografica
o bien a AMD humeda, (Petrukhin K (2007) Expert Opin Ther Targets 11: 625-639)

Aunque los mecanismos exactos que provocan la produccion de AR en RPE y el mecanismo o mecanismos exactos
por los que actia AP para influenciar la AMD no se comprenden completamente, los indicios implican que el
aclaramiento del AR mediante agentes que se unen y que potencialmente neutralizan o solamente eliminan el AR
pueden proporcionar una via posible de aclarar el drusen en la AMD, reduciendo la activacion de complemento en la
AMD, reduciendo la atrofia del RPE y potencialmente reduciendo la induccion de la expresion de VEGF en el RPE y
su localizacién en niveles elevados alrededor del drusen. Dicho tratamiento podria por lo tanto proporcionar medios
de prevenir, retrasar, atenuar o invertir la pérdida de visién debido a la AMD y su progresion a atrofia geografica y/o
AMD exudativo. Esto puede lograr que el drusen contenga niveles menores de AB y/o AR local en el entorno que
rodea el RPE y asi interferir tanto en la etapa temprana como tardia de la AMD vy tratar el declive celular subyacente
que provoca la pérdida de vision.

Algunos datos publicados recientemente han arrojado luz sobre la interaccion de las proteinas de complemento y
amiloide beta en la generacion de la AMD (Wang, J. y col., (2008) J. Immunol. 181: 16651-6). Se ha demostrado que
el amiloide beta se une al factor de complemento |, el cofactor que con el factor H es responsable de la
descomposicion de la proteina de complemento | C3 a partir de la forma C3b produciendo su forma inactiva, iC3b,
(Wang, J. y col., 2008). Se sugiri6 que los resultados del estudio in vitro recientemente publicado apoyaban la
hipétesis de que el amiloide beta activa el sistema de complemento | del drusen bloqueando la funcién del factor de
complemento | provocando una inflamacién crénica de menor grado en los tejidos subretinianos; relacionando asi
cuatro de los factores asociados al desarrollo de la AMD: inflamacién, activacion de complemento, depésito de
amiloide beta y drusen, (Wang, J. y col., 2008). Anteriormente nunca se habian documentado estos indicios directos
del efecto de amiloide beta en la activacion de la ruta de complemento alternativa puede potencialmente competir
con el factor alternativo H por la unién al factor de complemento |, (Wang, J. y col., 2008).

"Enfermedades de tipo glaucoma" es una expresion que se usa para un grupo de enfermedades que pueden
provocar dafios en el nervio 6ptico ocular y provocar ceguera. Es una causa principal de ceguera en el mundo
provocada en ultimo extremo por una presion intraocular aumentada (IOP) y una menor agudeza visual. La relacion
entre la IOP y como esto provoca apoptosis de las células del ganglio retiniano (RGC) no se comprende bien. Una
IOP elevada por si sola puede inducir apoptosis (Cordeiro M F y col. (2004) Proc Natl Acad Sci USA 101:13352-
13356; Quigley H A y col. (1995) Invest Ophtalmol Visual Sci 36:774-786) pero no es en si misma la Unica causa de
muerte celular en las neuronas 6pticas. Ademas, se ha observado que la visidon puede continuar deteriorandose
incluso tras la normalizacion de la IOP tras el tratamiento con agentes que reducen la presion ocular (Oliver JE y col.
(2002) Am J Ophthamol 133:764-772).

Recientemente se han publicado resefias que relacionan los potenciales efectos citotdxicos del B-amiloide con la
apoptosis de las RGC en el glaucoma (McKinnon SJ y col. (2002) Invest Ophtamol Visual Sci 43:1077-1087). En los
modelos animales de glaucoma se ha demostrado que la proteasa caspasa-3 esta activada en las RGC lo que
provoca un procesamiento anormal de la proteina precursora amiloide (APP) mediante la caspasa-3 que genera
fragmentos potencialmente toxicos de APP que incluyen B-amiloide (McKinnon y col. (2002); Cheung ZH y col.
(2004) Mol Cell Neurosci 25:383-393). Se ha demostrado que, entre otras células, las RGC expresan APP y esto por
lo tanto parece ser una fuente plausible de -amiloide. Tanto los niveles elevados de APP y como los niveles de -
amiloide elevados se han relacionado con la activacién de la caspasa-3 aunque esto se ha observado
principalmente en los sistemas in vitro. No esta claro si los niveles de APP en las RGC estan también aumentados
en el glaucoma contribuyendo asi a la generacion incluso de mas 3-amiloide en un mecanismo de retroalimentacion
positiva. Incluso mas recientemente, se ha sugerido la implicacién de B-amiloide en la apdptosis de las RGC en un
modelo de rata de glaucoma (Guo y col. (2007)). Se analizaron diversos agentes contra el 3-amiloide o contra la
produccion de B-amiloide y se demostré una reduccion de la muerte de las células del ganglio retiniano in vivo con
un posible efecto potenciador cuando los tres tratamientos se usaron juntos. El efecto mayor se observé al usar un
anticuerpo contra --amiloide que casi fue equivalente al efecto observado con los tres agentes juntos.

Aunque los mecanismos exactos que provocan la produccion de B-amiloide en las RGC vy la relacion con la IOP no
se entienden completamente, los indicios implican que el aclaramiento -amiloide mediante los agentes que se unen
y potencialmente neutralizan o solamente eliminan el B-amiloide pueden proporcionar un via posible de evitar la
apoptosis de las RGC en el glaucoma y por lo tanto proporcionar un medio de retrasar, atenuar o invertir la pérdida
de vision en el glaucoma. Esto puede lograr reducir los niveles de B-amiloide en las RGC y el entorno que las rodea
y asi paliar el declive celular subyacente que provoca la pérdida de vision.
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La B-amiloide puede desempefiar un papel en otras enfermedades oculares y se ha asociado a la formacion de
cataratas supranuclares especialmente en las que se observan en pacientes de EA y los componentes de la via de
generacion y procesamiento del ARl estan presentes en el cristalino (Goldstein LE, y col., (2003); Li G, y col.,
(2003)). Las estrategias terapéuticas que se describen para la intervencion en la AMD y en las enfermedades de tipo
glaucoma pueden por lo tanto aplicarse a la prevencion de la formacion de cataratas dependiente de AR.

El documento WO 2008/110885 se refiere a procedimientos de tratar enfermedades oftalmicas con inhibidores
dirigidos contra el péptido B-amiloide. Especificamente, se describe el anticuerpo 6G que se une a un epitopo de
AB1-40 que parece incluir 25-34 y 40. El documento WO 2004/071408 describe anticuerpos aislados, o fragmentos
de los mismos, que son variantes humanizadas de anticuerpo 266 murino que se ha reivindicado que son utiles para
el tratamiento o la prevencion de afecciones y enfermedades asociadas con AR, incluida la enfermedad de
Alzheimer, el sindrome de Down, angiopatia cerebral amiloide y declive cognitivo leve. EI documento WO
2003/076455 describe anticuerpos contra el sitio de escision de -secretasa de ABPP y su uso en un procedimiento
de inhibicién de la formacién de amiloide B. El documento WO 2008/110885 describe anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el péptido B-amiloide para el tratamiento de enfermedades oftalmoldgicas tales como degeneracion
macular senil. EI documento EP 0 683 234 describe anticuerpos que tienen especificidad de unién por B-amiloide o
derivados del mismo, actuando el 3-amoloide como un inmundgeno, o anticuerpos monoclonales que reconocen el
extremo N terminal, el extremo C terminal o la porcién central, respectivamente, de $-amiloide.

Sumario de la invencién

Segun un primer aspecto de la invencién se proporciona un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy
que tienen la secuencia establecida en SEC ID N°: 65 y un dominio V_ que tiene la secuencia expuesta en SEC ID
N°: 71

En una realizacion se proporciona una proteina terapéutica de unidén a antigenos que reconoce un epitopo de
péptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de B-amiloide.

En una realizacion particular la proteina terapéutica de unién a antigenos reconoce un epitopo del péptido B-amiloide
que contiene los restos 28-34 de B-amiloide.

En una realizacion mas particular la proteina terapéutica de unién a antigenos reconoce un epitopo de péptido B-
amiloide que contiene los restos 28-33 de B-amiloide.

En ofra realizacion de la invencién se proporciona una proteina terapéutica de unién a antigenos que reconoce un
epitopo de péptido B-amiloide que esta dentro de la region de restos 28-35 de B-amiloide.

En ofra realizacion de la invencién se proporciona una proteina terapéutica de unién a antigenos que reconoce un
epitopo de péptido B-amiloide que esta constituido por los restos 28-33, 28-34 o 28-35 de B-amiloide.

En una realizacion de la invencion se proporciona una proteina terapéutica de unién a antigenos que requiere los
restos 32 y 33 de B-amiloide para la unién.

En una realizacion de la invencion, la proteina terapéutica de unién a antigenos es un anticuerpo o fragmento de
union a antigenos y/o derivado del mismo.

En una realizaciéon de la presente invencion se proporciona una proteina terapéutica de union a antigenos, que es
una proteina de unién a antigenos, tal como un anticuerpo o fragmento de union a antigenos y/o derivado del
mismo, que se une a péptido B-amiloide y que comprende las siguientes CDR:

CDRH1: VYYVH (SEC ID N°: 1)

CDRH2: RIDPENGETIYTPKFQD (SEC ID N°: 2)
CDRH3: SGY (SEC ID N°: 3)

CDRL1: RSSKSLLHRNGITYLY (SEC ID N°: 4)
CDRL2: QUSNLAS (SEC ID N°: 5)

CDRL3: AQNLELWT (SEC ID N°: 6)

En ofra realizacién de la invencidon se proporciona una proteina de union a antigenos, tal como un anticuerpo o
fragmento de unién a antigenos del mismo que se une especificamente a péptido 3-amiloide y comprende CDR que
son variantes de las secuencias que se describen anteriormente.

Una variante de CDR incluye una alteracion parcial de la secuencia de aminoacidos de la CDR mediante delecion o
sustitucion de uno a varios aminoacidos de la CDR, o mediante adicién o inserciéon de uno a varios aminoacidos en
la CDR, o mediante una combinaciéon de las mismas. La variante de CDR puede contener 1, 2, 3, 4, 50 6
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sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la CDR. La variante de
CDR puede contener 1, 2 o 3 sustituciones, inserciones o deleciones de aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de la CDR. Las sustituciones de los restos aminoacidicos pueden ser sustituciones conservadoras, por
ejemplo, sustitucion de un aminoacido hidréfobo por un aminoacido hidréfobo alternativo. Por ejemplo, la leucina
puede sustituirse por valina, o isoleucina. Las proteinas de unién a antigenos que comprenden una variante de CDR
tendran unas propiedades funcionales iguales o similares a las que comprenden las CDR que se describen
anteriormente. Por lo tanto, las proteinas de unién a antigenos que comprenden una variante de CDR se uniran a la
misma proteina o epitopo diana con una afinidad de unién igual o similar a la CDR que se describe en el presente
documento.

Un anticuerpo ejemplar es el anticuerpo monoclonal murino 6F6. En una realizacion de la presente invencion se
proporciona un anticuerpo humanizado o quimérico que comprende las CDR de 6F6 anteriormente identificadas. Por
ejemplo, un anticuerpo quimérico puede comprender las regiones variables del anticuerpo murino 6F6, en concreto
la SEC ID N°: 19 (Vn) y la SEC ID N°: 21 (VL). Un ejemplo de un anticuerpo humanizado basado en murino 6F6 es
un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene la SEC ID N°: 27 y una cadena ligera que tiene la SEC
ID N°: 28.

En toda esta memoria descriptiva, los términos "CDR", "CDRL1", "CDRL2", "CDRL3", "CDRH1", "CDRH2", "CDRH3"
siguen el sistema de numeracion de Kabat tal y como se describe en Kabat y col.; Sequences of proteins of
Immunological Interest NIH, 1987. Por lo tanto, a continuacién se definen las CDR de acuerdo con la invencion:

CDR: Restos
CDRH1: 31-35
CDRH2: 50-65
CDRH3: 95-97
CDRL1: 24-34
CDRL2: 50-56
CDRL3: 89-97

La IGHV1-24 (SEC ID N° 13) es una secuencia germinal humana que es una estructura receptora adecuada para
injertar las CDR de Vu. En un aspecto particular, la estructura de la cadena pesada receptora humana se deriva de
IGHV1-24. En realizaciones alternativas de la presente invencion, la estructura receptora humana comprende una
secuencia de la region variable de la cadena pesada humana que tiene al menos el 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % de identidad entre las secuencias con la secuencia variable pesada de 6F6 murino en toda su longitud
(excluyendo las secuencias de las CDR).

Para las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos, el término “idéntico" o “identidad de las secuencias” indica
el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o dos de acidos nucleicos cuando estan alineadas de
forma Optima y se comparan con inserciones o deleciones apropiadas. De forma alternativa, existe una identidad
sustancial cuando los segmentos de ADN se hibridan en condiciones de hibridacion selectivas, con el complemento
de la hebra. La identidad porcentual entre dos secuencias esta en funcion del nimero de posiciones idénticas que
comparten las secuencias (es decir, % de identidad = nimero de posiciones idénticas/nimero total de posiciones por
100), tomando en cuenta el numero de huecos y la longitud de cada hueco que deben introducirse para una
alineacion 6ptima de las dos secuencias. La comparacion entre las secuencias y la determinacion de la identidad
porcentual entre dos secuencias puede lograrse usando un algoritmo matematico, como se describe mas adelante.

La identidad porcentual entre dos secuencias de nucledtidos puede determinarse usando el programa GAP del
paquete de software GCG, usando una matriz NWSgapdna.CMP y una ponderaciéon de hueco de 40, 50, 60, 70, o
80 y una ponderacion de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. La identidad porcentual entre dos secuencias de nucledtidos
0 aminoacidos también puede determinarse usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci.,
4:11-17 (1988)) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version 2.0), usando una tabla de ponderacioén de los
restos PAM120, una deduccién por la longitud del hueco de 12 y una deduccidon por hueco de 4. Ademas, la
identidad porcentual entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos también puede determinarse usando el
algoritmo de E. Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) que se ha incorporado en el program GAP
del paquete de software GCG, usando o una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y una ponderacion del hueco
de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y una ponderacion de la longitud de 1, 2, 3,4, 50 6.

A modo de ejemplo, una secuencia de polinucleétidos puede ser idéntica a una secuencia de referencia tal como se
describe, es decir ser 100 % idéntica, o puede incluir hasta un cierto nimero entero nimero de alteraciones de
nucleétidos comparada con la secuencia de referencia, tal como al menos el 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97,
98 0 99 % idéntica. Dichas alteraciones se seleccionan a partir del grupo constituido por al menos una delecion,
sustitucion, que incluye transicion y transversion, o insercion de nucleétidos, y en las que dichas alteraciones pueden
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producirse en las posiciones de los extremos 5' o 3' de la secuencia de nucleétidos de referencia o en cualquier
lugar entre esas posiciones terminales, intercaladas ya sea de forma individual entre los nucleétidos de la secuencia
de referencia o en uno o mas grupos contiguos de la secuencia de referencia. El nimero de alteraciones de
nucledtidos se determina multiplicando el nimero de nucledétidos total de la secuencia polinucleotidica de referencia
por el porcentaje numérico de la identidad porcentual respectiva (dividido entre 100) y restando ese producto de
dicho nimero de nucleétidos total de la secuencia polinucleotidica de referencia, o:

N < Xn - (X0 *Y),

en la que n, es el nUmero de alteraciones de nucleétidos, x, es el numero total de nucledtidos en la secuencia
polinuclectidica de referencia e y es 0,50 para el 50 %, 0,60 para el 60 %, 0,70 para el 70 %, 0,75 para el 75 %, 0,80
para el 80 %, 0,85 para el 85 %, 0,90 para el 90 %, 0,95 para el 95 %, 0,98 para el 98 %, 0,99 para el 99 % o 1,00
para el 100 %, * es el simbolo del operador de la multiplicacién, y en la que cualquier producto de x, € y distinto de
numero entero se redondea al niUmero entero inmediatamente inferior antes de restarlo de x,.

De forma similar, una secuencia polipeptidica puede ser idéntica a una secuencia polipeptidica de referencia tal
como se describe en el presente documento, que es el 100 % idéntica, o puede incluir hasta un cierto numero entero
de alteraciones de aminoacidos comparada con la secuencia de referencia tal que el % de identidad sea inferior al
100 %, tal como al menos el 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99 % idéntica. Dichas alteraciones se
seleccionan a partir del grupo constituido por al menos una delecion, sustitucion, que incluye sustitucion
conservadora y no conservadora, o insercion, de aminoacidos y en la que dichas alteraciones pueden producirse en
las posiciones de los extremos amino o carboxi de la secuencia de referencia polipeptidica o en cualquier lugar entre
esas posiciones terminales, intercaladas ya sea de forma individual entre los aminoacidos de la secuencia de
referencia o en uno o mas grupos contiguos de la secuencia de referencia. El nimero de alteraciones de los
aminoacidos para un % de identidad dado se determina multiplicando el nimero total de aminoacidos de la
secuencia polipeptidica codificado por la secuencia polipeptidica de referencia tal como se describe en el presente
documento por el porcentaje numérico de la identidad porcentual respectiva (dividido entre 100) y después restando
ese producto de dicho nimero total de aminoacidos de la secuencia polipeptidica de referencia, o:

Na < Xa-(Xa*y),

en la que n, es el nimero de alteraciones de aminoacidos, xa es el nimero total de aminoacidos en la secuencia
polipeptidica de referencia e y es 0,50 para el 50 %, 0,60 para el 60 %, 0,70 para el 70 %, 0,75 para el 75 %, 0,80
para el 80 %, 0,85 para el 85 %, 0,90 para el 90 %, 0,95 para el 95 %, 0,98 para el 98 %, 0,99 para el 99 % o 1,00
para el 100 %, * es el simbolo del operador de la multiplicacién, y en la que cualquier producto de xa e y distinto de
numero entero se redondea al nimero entero inmediatamente inferior antes de restarlo de xa.

El % de identidad puede ser en toda la longitud de la secuencia.

Para construir una regién V completa debe afiadirse una estructura 4 al gen de V IGHV1-24 codificado por la linea
germinal. Las secuencias 4 estructurales incluyen las codificadas por el minigen JH4 humano (Kabat):

YFDYWGQGTLVTVSS  (SEC ID N°: 15)

La persona experta apreciara que un gen V y un gen J germinales no incluyen la secuencia codificante para toda la
CDR3 de la cadena pesada. Sin embargo, en los anticuerpos de la invencion, la CDR3 de la cadena pesada
completa la proporciona la inmunoglobulina donante. Por consiguiente, la combinacion de un gen de VH tal como
IGHV1-24, un minigen de JH tal como JH4, y un conjunto de CDR de la cadena pesada, tal como las SEC ID N°: 1,
SEC ID N° 2 y SEC ID N°: 3 (ensambladas de forma que imiten la region variable de la cadena pesada madura y
completamente reordenada) es suficiente para definir una region variable de la cadena pesada de la invencion.

La IGKV2-28 (SEC ID N°: 16) es una secuencia germinal humana que es una estructura receptora adecuada para
injertar las CDR de V.. En un aspecto particular, la estructura de la cadena ligera receptora humana se deriva de
IGKV2-28. En realizaciones alternativas de la presente invencién, la estructura receptora humana comprende una
secuencia de la region variable de la cadena ligera humana que tiene al menos el 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % de identidad entre las secuencias con la secuencia variable ligera de 6F6 murino en toda su longitud
(excluyendo las secuencias de las CDR).

Para construir una regién V completa debe anadirse una estructura 4 al gen de V IGKV2-28 codificado por la linea
germinal. Las secuencias 4 estructurales incluyen las codificadas por el minigen JK-1 humano (Kabat):

WTFGQGTKVEIK (SEC ID N°: 18)

La persona experta apreciara que un ben V y un gen J germinales no incluyen la secuencia codificante para toda la
CDRa3 de la cadena ligera. Sin embargo, en los anticuerpos de la invencion, la secuencia de la CDR3 la proporciona
la inmunoglobulina donante. Los dos primeros restos de los restos del minigen JK-1 entran dentro de la region de la
CDR3. Para el minigen JK-1, estos restos son idénticos a los dos ultimos restos de la CDRL3 de la cadena ligera
(SEC ID N°: 6). Por consiguiente, la combinacion de un gen de V, tal como IGKV2-28, una FR4 tal como JK-1, y un
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conjunto de CDR de cadena ligera, tal como las SEC ID N°: 4, SEC ID N°% 5y SEC ID N° 6 (ensambladas de forma
que imiten la region variable de la cadena ligera madura y completamente reordenada) es suficiente para definir una
region variable de la cadena ligera de la invencion.

En una realizaciéon particular de la invencion, la estructura de la cadena pesada receptora humana se deriva de
IGHV1-24 y del minigen JH4 y la estructura de la cadena ligera receptora humana se deriva de IGKV2-28 y del
minigen JK-1 que opcionalmente contiene una o mas sustituciones de restos aminoacidicos basandose en los restos
correspondientes que se encuentran en el dominio V4 del donante que tiene la secuencia: SEC ID N° 19 y el
dominio V| que tiene la secuencia: SEC ID N° 21 que mantiene toda o sustancialmente toda la afinidad de unién del
anticuerpo donante por el péptido B-amiloide. Por ‘sustancialmente toda la afinidad de unién’ se quiere decir que el
anticuerpo terapéutico presenta como maximo cinco veces, de forma mas particular dos veces, una reduccion en la
afinidad de unién comparada con la del anticuerpo donante.

En una realizacién mas particular de la invencion la estructura de la cadena pesada receptora humana derivada de
IGHV1-24 y JH4 tiene una o mas, tal como de una a quince, de forma mas particular de dos a quince, sustituciones
de restos aminoacidicos que se seleccionan a partir de los siguientes restos (o sustituciones conservadoras de los
mismos):

Numeraciéon Kabat del resto Resto en la estructura humana | Resto correspondiente en 6F6
(IGHV1-24 donante) murino

1 Q

24

27

Zl M ® m O m

28

29

30

~

37

40

=S |

41

48

66

67

69

71

75

76

93

A > o 4 m oz <| o 2 o B o< 4 | 4 <] <] X <

0 < Z o < X

94

En una realizacion mas particular la estructura de la cadena pesada receptora humana que se deriva de IGHV1-24 y
JH4 comprende los siguientes restos (o un sustituto conservador de los mismos):
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Numeracion Kabat del resto

Resto en la estructura humana
(IGHV1-24 donante)

Sustitucion del resto

13

K

24

27

28
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40

| | X
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71
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94
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En una realizacion mas particular de la invencion la estructura de la cadena ligera receptora humana que se deriva
de IGKV2-28 y JK-1 tiene una o mas, tal como de una a cuatro, de forma mas particular dos, sustituciones de restos
aminoacidicos que se seleccionan a partir de los siguientes restos (o sustituciones conservadoras de los mismos):

Numeracion Kabat del resto Resto en la estructura humana | Sustitucién del resto
(IGHV1-24 donante)

8 P A

11 L N
43 S P
63 S T
64 G S
100 Q (JK-1) G
104 V (JK-1) L

En una realizacion mas particular de la invencion la estructura de la cadena ligera receptora humana que se deriva

de IGKV2-28 y JK-1 comprende los siguientes restos (o un sustituto conservador de los mismos):

Numeracion Kabat del resto

Resto en la estructura humana
(IGHV1-24 donante)

Sustitucion del resto

11

L

64

G
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La region variable de la cadena pesada puede combinarse con una region constante humana adecuada. La region
variable de la cadena ligera puede combinarse con una regiéon constante adecuada.

En una realizacion particular la proteina terapéutica de union a antigenos de la presente invencion es un anticuerpo
o fragmento y/o derivado del mismo que esencialmente carece de las funciones de a) activacion de complemento
por la via clasica; y b) mediacion de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

En otro aspecto de la invencidon se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una proteina
terapéutica de union a antigenos o un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la invencion.

En una realizacién de la invenciéon la enfermedad relacionada con péptido -amiloide es la enfermedad de
Alzheimer. En otra realizacion de la invencion la enfermedad relacionada con péptido $-amiloide es una enfermedad
o trastorno que afecta al ojo o al nervio 6ptico que se caracteriza por niveles de B-amiloide o depdsitos de B-amiloide
elevados. Especificamente, la enfermedad relacionada con péptido 3-amiloide puede ser degeneracién macular senil
(AMD), glaucoma o formacién de cataratas dependiente de 3-amiloide.

En otra realizacion de la invencion, la proteina terapéutica de unién a antigenos se administra combinada con un
inhibidor de la via de complemento, especialmente la via de complemento alternativa, por ejemplo, pero sin
exclusion otras estrategias contra complemento: factor de complemento H (CFH) o fragmentos del mismo, Receptor
1 de complemento soluble, (sCR1) o fragmentos del mismo, proteina cofactor de membrana soluble (MCP) y
fragmentos del mismo, factor acelerador de la descomposicion soluble (DAF) y fragmentos del mismo. En este
contexto, un inhibidor de la via de complemento es una molécula que actia regulando negativamente la actividad de
una via de complemento, especialmente la via de complemento alternativa.

En una realizacion adicional de la invencion, la proteina terapéutica de union a antigenos se administra combinada
con un inhibidor de un activador de la via de complemento, especialmente un inhibidor de un activador de la via de
complemento alternativa, por ejemplo, pero sin excluir otras estrategias de inhibicion u otras dianas de la via de
complemento: un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo de dominio, para neutralizar la
actividad del factor de complemento D (CFD) o del factor de complemento B (CFB). El inhibidor peptidico de 13
restos del componente C3 del complemento, compstatina, y el anticuerpo contra el componente Cb5a del
complemento, pexelizumab, también se considera que son inhibidores de los activadores de la via de complemento
en el contexto de la invencion. En general, un inhibidor de un activador de la via de complemento es un agente que
inhibe o actla de agonista, en algun grado, de una actividad biolégica de un activador de complemento dado, de tal
forma que el efecto seria regular negativamente la actividad de una via de complemento, especialmente la via de
complemento alternativa.

Recientemente se han revisado estrategias terapéuticas que tienen como diana el complemento (Ricklin, D &
Lambris, J. (2007) Nature Biotechnology 25: 1265-75) y las estrategias contra la via de complemento que se
describen en él podrian usarse todas potencialmente combinadas con un anticuerpo contra B-amiloide para
proporcionar una estrategia terapéutica. Las estrategias contra complemento que se consideran incluyen: (i)
inhibidores de contra proteasas, por ejemplo inhibidores de factor de complemento D, (ii) reguladores de
complemento solubles, por ejemplo el receptor 1 de complemento soluble truncado, (iii) anticuerpos terapéuticos, por
ejemplo contra el factor de complemento D o B, (iv) inhibidores de componentes de complemento, por ejemplo
inhibidor de C5, y (v) antagonistas de los receptores, por ejemplo antagonistas del receptor C5a de molécula
pequefia.

El inhibidor de la via de complemento, o el inhibidor de un activador de la via de complemento, puede administrarse
de forma simultanea con la proteina terapéutica de uniéon a antigenos de la invencion, o de forma secuencial,
separada o de forma escalonada.

También se proporciona una composicién farmacéutica que comprende una proteina terapéutica de unién a
antigenos tal como se define en el presente documento y un inhibidor de la via de complemento o un inhibidor de un
activador de la via de complemento.

También se proporciona el uso de una proteina terapéutica de unién a antigenos o un anticuerpo terapéutico de
acuerdo con la invencioén en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad relacionada
con péptido B-amiloide.

También se proporciona un anticuerpo biespecifico o fragmento biespecifico del mismo que tiene una primera
especificidad por B-amiloide, tal como un epitopo del péptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de B-amiloide
tal como se describe anteriormente, y una segunda especificidad por un activador de la via de complemento.

También se proporciona u proteina de unidon a antigenos de la invencién, un anticuerpo de la invencion, o un
anticuerpo biespecifico o fragmento biespecifico del mismo de la invencién, para usar en el tratamiento de una
enfermedad relacionada con péptido B-amiloide.

También se proporciona una proteina de unién a antigenos que compite con un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que tiene la secuencia que se expone en la SEC ID N° 27 y una cadena ligera que tiene la
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secuencia que se expone en la SEC ID N°: 28 para unirse a B-amiloide en un ensayo ELISA.

La persona experta en la técnica aprecia que para que una proteina de unién a antigenos (proteina A de unién a
antigenos) compita con un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene la secuencia que se expone en
la SEC ID N° 27 y una cadena ligera que tiene la secuencia que se expone en la SEC ID N°: 28 (anticuerpo B) por
un sitio de unién especifico (B-amiloide), la proteina A de union a antigenos debe estar presente en una cantidad
suficiente como para que tenga un efecto en dicho ensayo. En una realizacion particular, proteina A de unién a
antigenos y el anticuerpo B estan presentes en cantidades equimolares. En otra realizacion, la presencia de proteina
A de unién a antigenos reduce la union de del anticuerpo B a B-amiloide en un ensayo ELISA en mas del 10 %, 20
%, 30 %, 40 % o 50 %. En otra realizacion B-amiloide esta unido a una placa de inmunoensayo en un ensayo ELISA.
En otra realizacion la proteina A de unién a antigenos reduce la unién del anticuerpo B a 3-amiloide unido a la placa,
mientras que un control no especifico contra 3-amiloide no se une.

Se proporciona una proteina de unién a antigenos que se une a un péptido B-amiloide biotinilado en el extremo C
que comprende los restos 24-35 (SEC ID N° 10) o 28-39 (SEC ID N° 11) de B-amiloide segun se determina
mediante resonancia de plasmoén superficial, estando dicho péptido unido a un chip sensor de estreptavidina.

Se proporciona una proteina de union a antigenos, especificamente un anticuerpo monoclonal o fragmento del
mismo, que se une especificamente a B-amiloide y requiere al menos un resto en la region 28-35 de B-amiloide para
su union. En una realizacion preferida, la proteina de unidén a antigenos ademas requiere al menos un resto que
flanquea o un resto estructuralmente proximo a dicho al menos un resto en la region 28-35 de -amiloide para su
union. Por consiguiente, la proteina de unidn a antigenos puede requerir independientemente uno, dos, tres, cuatro,
cinco o mas restos que se seleccionan a partir del grupo constituido por 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 y 35 de B-amiloide,
y restos flanqueantes o estructuralmente préximos.

La persona experta en la técnica puede identificar facilmente dichas proteinas de unién a antigenos usando, por
ejemplo, barrido de sustitucion con alaninas en ensayos ELISA. Sobre esto, si la proteina de uniéon a antigenos
requiere o no un resto en la region 28-35 de B-amiloide, o un resto flanqueante o estructuralmente préximo para su
union puede determinarse sustituyendo independientemente dicho resto de B-amiloide con alanina y comparando la
afinidad de union de la proteina A de unién a antigenos con el péptido 3-amiloide sustituido con alaninas con la
afinidad de unién de la proteina A de unién a antigenos del 3-amiloide de tipo silvestre. Si es necesario o no un resto
en la region 28-35 de B-amiloide se define por una reduccion en la afinidad de unién de la proteina A de union a
antigenos al péptido -amiloide sustituido con alaninas comparada con la del péptido B-amiloide de tipo silvestre, en
la que dicha reduccion es superior a 1, 2, 3, 4 0 5 veces segun se determina mediante mediciones de afinidad en
Biacore o ELISA.

Ademas, un resto estructuralmente préximo en este contexto es un resto que esta cercano en el espacio
tridimensional al resto en cuestion y que se une a la proteina de unién a antigenos. La persona experta en la técnica
aprecia que los epitopos de los antigenos pueden ser secuencias peptidicas o lineales o no lineales. En este ultimo,
el caso no lineal, aunque los restos son de regiones diferentes de la cadena peptidica, pueden estar cercanos en la
estructura triddimensional del antigeno. Dichos restos estructuralmente proximos pueden determinarse a través de
programas de modelos por ordenador o mediante estructuras tridimensionales obtenidas mediante procedimientos
conocidos en la técnica, tales como cristalografia por rayos X.

En otro aspecto de la invencion se proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo de acuerdo con la
invencion, procedimiento que comprende expresar un polinucledtido que codifica el anticuerpo en una célula
huésped.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una deteccion por transferencia Western de diversas formas de beta amiloide usando el
anticuerpo 6F6 o 6E10 (anticuerpo especifico para AR 1-16 humano; reactivo comercial, Eurogentec) y 5G5
(anticuerpo especifico para AB1-42; reactivo propio).

La Figura 2 muestra graficos de barras que muestran la carga de placas en cortes de cortex e hipocampo de ratones
transgénicos para hAPP después del tratamiento con 17 mg/kg o 33 mg/kg de 6F6 expresada en area % de placas
corticales en términos de media % error tipico de la media.

La Figura 3 muestra graficos de barras que muestran la carga de placas en cortes de cortex e hipocampo de ratones
transgénicos para hAPP después del tratamiento con 17 mg/kg o 33 mg/kg de 6F6 expresada en numero de placas
por mm? en términos de media + error tipico de la media.

La Figura 4 muestra la deteccion de amiloide beta en la retina de ratones cfh -/-viejos
La Figura 5 muestra la reactividad cruzada de 6F6 con amiloide beta en la retina de ratones cfh -/-viejos

Descripcion detallada de la invenciéon
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1. Proteinas de unién a antigenos

El término “proteina de unién a antigenos” tal como se usa en el presente documento se refiere a anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos y otras construcciones de proteinas, tal como dominios, especificamente los que son
capaces de unirse a B-amiloide, tal como se describe mas adelante.

1.1 Anticuerpos intactos

Las proteinas de unién a antigenos de la presente invencion pueden ser “anticuerpos intactos”. Una proteina de
union a antigenos de la invencion incluye un anticuerpo terapéutico que es un anticuerpo o fragmento de union a
antigenos y/o derivado del mismo. Los anticuerpos intactos son habitualmente glucoproteinas heteromultiméricas
que comprenden al menos dos cadenas pesadas y dos ligeras. Excepto las IgM, los anticuerpos intactos son
glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150KDa, compuestas por dos cadenas ligeras (L) idénticas
y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Habitualmente, cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada mediante
un enlace disulfuro covalente mientras que el nimero de enlaces disulfuro entre las cadenas pesadas de los
diferentes isotipos de inmunoglobulina varia. Cada cadena pesada y ligera también tiene enlaces disulfuro entre las
cadenas. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (Vu) seguido de un numero de regiones
constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable (V.) y una region constante en su otro extremo; la regién
constante de la cadena ligera esta alineada con la primera regién constante de la cadena pesada y la cadena ligera

La persona experta en la técnica puede identificar facilmente dichas proteinas de unién a antigenos usando, por
ejemplo, barrido de sustitucion con alaninas en ensayos ELISA. Sobre esto, si la proteina de uniéon a antigenos
requiere o no un resto en la region 28-35 de B-amiloide, o un resto flanqueante o estructuralmente préoximo para su
union puede determinarse sustituyendo independientemente dicho resto de B-amiloide con alanina y comparando la
afinidad de union de la proteina A de unién a antigenos con el péptido 3-amiloide sustituido con alaninas con la
afinidad de unién de la proteina A de unién a antigenos del 3-amiloide de tipo silvestre. Si es necesario o no un resto
en la region 28-35 de (B-amiloide se define por una reduccion en la afinidad de unién de la proteina A de union a
antigenos al péptido -amiloide sustituido con alaninas comparada con la del péptido B-amiloide de tipo silvestre, en
la que dicha reduccion es superior a 1, 2, 3, 4 0 5 veces segun se determina mediante mediciones de afinidad en
Biacore o ELISA.

Ademas, un resto estructuralmente préximo en este contexto es un resto que esta cercano en el espacio
tridimensional al resto en cuestion y que se une a la proteina de unidn a antigenos. La persona experta en la técnica
aprecia que los epitopos de los antigenos pueden ser secuencias peptidicas o lineales o no lineales. En este ultimo,
el caso no lineal, aunque los restos son de regiones diferentes de la cadena peptidica, pueden estar cercanos en la
estructura triddimensional del antigeno. Dichos restos estructuralmente proximos pueden determinarse a través de
programas de modelos por ordenador o mediante estructuras tridimensionales obtenidas mediante procedimientos
conocidos en la técnica, tales como cristalografia por rayos X.

En otro aspecto de la invencion se proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo de acuerdo con la
invencion, procedimiento que comprende expresar un polinucleétido que codifica el anticuerpo en una célula
huésped.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un polinucleétido que codifica una cadena pesada de un anticuerpo
terapéutico que comprende una cadena V4 que tiene la secuencia que se expone en la SEC ID N°: 24.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un polinucleétido que codifica una cadena ligera de anticuerpo
terapéutico que comprende un dominio V. que tiene la secuencia que se expone en la SEC ID N°: 26.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un polinucleétido que codifica un a cadena pesada de anticuerpo
terapéutico que tiene la secuencia que se expone en la SEC ID N°: 27.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un polinucleétido que codifica una cadena ligera de un anticuerpo
terapéutico que tiene la secuencia que se expone en la SEC ID N°: 28.

En una realizacién mas particular de la invencién se proporciona un polinucleétido que codifica una cadena pesada
de anticuerpo terapéutico, polinucleétido que comprende la secuencia que se expone en la SEC ID N°: 29.

En otra realizacién mas particular de la invencién se proporciona un polinucleétido que codifica una cadena ligera de
anticuerpo terapéutico, polinucleétido que comprende la secuencia que se expone en la SEC ID N°: 30.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una deteccion por transferencia Western de diversas formas de beta amiloide usando el
anticuerpo 6F6 o 6E10 (anticuerpo especifico para AR 1-16 humano; reactivo comercial, Eurogentec) y 5G5
(anticuerpo especifico para AB1-42; reactivo propio).

La Figura 2 muestra graficos de barras que muestran la carga de placas en cortes de cortex e hipocampo de ratones
transgénicos para hAPP después del tratamiento con 17 mg/kg o 33 mg/kg de 6F6 expresada en area % de placas
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corticales en términos de media % error tipico de la media.

La Figura 3 muestra graficos de barras que muestran la carga de placas en cortes de cortex e hipocampo de ratones
transgénicos para hAPP después del tratamiento con 17 mg/kg o 33 mg/kg de 6F6 expresada en numero de placas
por mm? en términos de media + error tipico de la media.

La Figura 4 muestra la deteccion de amiloide beta en la retina de ratones cfh -/-viejos
La Figura 5 muestra la reactividad cruzada de 6F6 con amiloide beta en la retina de ratones cfh -/-viejos

Descripcion detallada de la invenciéon

1. Proteinas de unién a antigenos

El término “proteina de unién a antigenos” tal como se usa en el presente documento se refiere a anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos y otras construcciones de proteinas, tal como dominios, especificamente los que son
capaces de unirse a B-amiloide, tal como se describe mas adelante.

1.1 Anticuerpos intactos

Las proteinas de unién a antigenos de la presente invencion pueden ser “anticuerpos intactos”. Una proteina de
union a antigenos de la invencion incluye un anticuerpo terapéutico que es un anticuerpo o fragmento de union a
antigenos y/o derivado del mismo. Los anticuerpos intactos son habitualmente glucoproteinas heteromultiméricas
que comprenden al menos dos cadenas pesadas y dos ligeras. Excepto las IgM, los anticuerpos intactos son
glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150KDa, compuestas por dos cadenas ligeras (L) idénticas
y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Habitualmente, cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada mediante
un enlace disulfuro covalente mientras que el nimero de enlaces disulfuro entre las cadenas pesadas de los
diferentes isotipos de inmunoglobulina varia. Cada cadena pesada y ligera también tiene enlaces disulfuro entre las
cadenas. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (Vu) seguido de un numero de regiones
constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable (V.) y una region constante en su otro extremo; la regién
constante de la cadena ligera esta alineada con la primera regién constante de la cadena pesada y el dominio
variable de la cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesada. Las cadenas ligeras de
anticuerpos de la mayoria de las especies de vertebrados pueden asignarse a uno de dos tipos denominados Kappa
y Lambda basandose en la secuencia de aminoacidos de la region constante. Dependiendo de la secuencia de
aminoacidos de la regidon constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos humanos pueden dividirse en cinco
clases diferentes, IgA, IgD, IgE, IgG y IgM. La IgG y la IgA pueden subdividirse a su vez en subclases, IgG1, 1gG2,
IgG3 y IgG4; e IgA1 y IgA2. Existen variantes de especies donde el ratén y la rata tienen al menos 1gG2a, 1IgG2b. El
dominio variable del anticuerpo confiere especificidad de union al anticuerpo, donde ciertas regiones presentan una
variabilidad particular denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Las porciones mas
conservadas de la region variable se denominan regiones estructurales (FR). Los dominios variables de las cadenas
pesadas y ligeras comprenden cada uno cuatro FR conectadas por tres CDR. Las CDR de cada cadena se
mantienen juntas muy proximas mediante las regiones FR y con las CDR de la otra cadena contribuyen a la
formacion del sitio de unién de antigenos de anticuerpos. Las regiones constantes no estan implicadas directamente
en la union del anticuerpo al antigeno pero muestran diversas funciones efectoras tales como participacion en la
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), la fagocitosis mediante la unién al receptor
Fcy, semivida/tasa de aclaramiento mediante el receptor Fc neonatal (FcRn) y citotoxicidad dependiente de
complemento mediante el componente C1q de la cascada de complemento. Se ha resefiado que la region constante
de IgG2 humana carece esencialmente de la capacidad de activar complemento por la ruta clasica o de mediar en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Se ha resefiado que la regiéon constante de IgG4 humana carece
de la capacidad de activar complemento por la ruta clasica y actia de mediadora en la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos Unicamente de forma débil. Los anticuerpos que carecen esencialmente de estas
funciones efectoras pueden denominarse anticuerpos "no liticos".

1.1.1 Anticuerpos humanos

Las proteinas de unién a antigenos de la presente invencion pueden ser “anticuerpos humanos”. Los anticuerpos
humanos pueden producirse mediante un nimero de procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Los
anticuerpos humanos pueden prepararse mediante el procedimiento de los hibridomas usando lineas celulares de
mieloma humanas o de heteromieloma de ratén y humana véase Kozbor J.Immunol 133, 3001, (1984) y Brodeur,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, paginas 51-63 (Marcel Dekker Inc, 1987). Los
procedimientos alternativos incluyen el uso de colecciones de fagos o ratones transgénicos ambos de los cuales
utilizan repertorios de regiones V humanas (véase Winter G, (1994), Annu. Rev. Immunol 12,433-455, Green LL
(1999), J. Immunol. methods 231, 11-23).

Actualmente se dispone de diversas cepas de ratones transgénicos en las que sus locus de inmunoglobulina
murinos se han reemplazados por segmentos génicos de inmunoglobulina (véase Tomizuka K, (2000) PNAS 97,722-
727; Fishwild D.M (1996) Nature Biotechnol. 14, 845-851, Mendez MJ, 1997, Nature Genetics, 15,146-156). Tras la
exposiciéon a antigenos dichos ratones son capaces de producir un repertorio de anticuerpos humanos de los que
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pueden seleccionarse anticuerpos de interés.

Particularmente interesante es el sistema de Trimera™ (véase Eren Ry col., (1998) Immunology 93:154-161) en el
que los linfocitos humanos se transplantan en ratones radiados, el sistema de anticuerpos linfociticos seleccionado
(SLAM, véase Babcook y col., PNAS (1996) 93:7843-7848) en el que los linfocitos humanos (o de otras especies) se
introducen en un procedimiento de generacion masiva conjunta de anticuerpos in vitro seguida de separacion,
dilucién limitante y procedimiento de seleccion y el Xenomouse |I™ (Abgenix Inc). Hay una estrategia alternativa
disponible en Morphotek Inc que usa la tecnologia del Morphodoma™.

La tecnologia de presentacion en fagos puede usarse para producir anticuerpos humanos (y fragmentos del mismo),
véase McCafferty; Nature, 348, 552-553 (1990) y Griffiths EA y col. (1994) EMBO 13:3245-3260. De acuerdo con
esta técnica se clonan los genes del dominio V del anticuerpo en marco o bien con un gen de proteinas de la
cubierta o principal o secundaria de un bacteriéfago filamentoso tal como M13 o fd y se presenta (habitualmente con
la ayuda de un fago cooperador) como fragmento funcional de anticuerpos sobre la superficie de la particula del
fago. Las selecciones que se basan en las propiedades funcionales del anticuerpo consiguen la seleccion del gen
que codifica el anticuerpo que muestra esas propiedades. La técnica de presentacion en fagos puede usarse para
seleccionar anticuerpos especificos de antigeno de colecciones formadas por linfocitos B humanos extraidos de
individuos que padecen una enfermedad o trastorno descrito anteriormente o de forma alternativa de donantes
humanos no inmunizados (véase Marks; J.Mol.Biol. 222, 581-597, 1991). Cuando se desea un anticuerpo humano
intacto que comprenda un dominio Fc es necesario reclonar el fragmento derivado del fago presentado en un vector
de expresion mamifero que comprenda las regiones constantes deseadas y que establezca lineas celulares con
expresion estable.

La técnica de la maduracion por afinidad puede usarse para mejorar la afinidad de unién. Esto puede lograrse por
ejemplo por sustitucion secuencial de las regiones H y L de la cadena V con variantes naturales y seleccionando en
base a las afinidades de union mejoradas (Marks; Bio/technol 10, 779-783 (1992). Actualmente también hay
disponibles variantes de esta técnica tales como "sellado de epitopos" (documento WO 93/06213, Waterhouse; Nucl.
Acids Res 21, 2265-2266 (1993)). Mas recientemente se han obtenido anticuerpos madurados por afinidad mediante
mutagénesis aleatoria de las regiones V o las CDR por ejemplo usando replicasas de ARN con tendencia a errores y
la posterior seleccion de estas colecciones mediante técnicas de seleccion de presentacion en ribosomas (Kopsidas
G BMC Biotechnology. 7: 18, 2007).

1.1.2 Anticuerpos quiméricos y humanizados

Las proteinas de unién a antigenos de la presente invencion pueden ser anticuerpos "quimeéricos" o "humanizados".
El uso de anticuerpos intactos no humanos en el tratamiento de enfermedades o trastornos humanos comporta los
actualmente bien establecidos problemas de la potencial capacidad inmundgena especialmente tras la
administracion repetida del anticuerpo: es decir, el sistema inmunitario del paciente puede reconocer el anticuerpo
intacto no humano como foraneo y desencadenar una respuesta neutralizadora. Ademas de desarrollar anticuerpos
completamente humanos (véase en lo que antecede) se han desarrollado diversas técnicas en el transcurso de los
afos para superar estos problemas y generalmente conllevan reducir la composicién de las secuencias de
aminoacidos no humanas en el anticuerpo terapéutico humano a la vez que se mantiene la facilidad relativa de
obtener anticuerpos no humanos de un animal inmunizado por ejemplo ratén, rata o conejo. En lineas generales, se
han usado dos estrategias para lograr esto. La primera son los anticuerpo quiméricos, que generalmente
comprenden un dominio variable no humano (por ejemplo de roedor tal como de ratén) fusionado a una region
constante humana. Debido a que el sitio de union de antigenos de un anticuerpo esta localizado en las regiones
variables, el anticuerpo quimérico mantiene su afinidad de unién por el antigeno pero adquiere las funciones
efectoras de la region constante humana y por lo tanto es capaz de realizar funciones efectoras tal como se describe
mas arriba. Los anticuerpos quiméricos habitualmente se producen usando procedimientos de recombinacion de
ADN. EI ADN que codifica los anticuerpos (por ejemplo ADNc) se aisla y secuencia usando procedimientos
convencionales (por ejemplo usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a
genes que codifican las regiones variables de las cadenas H y L del anticuerpo de la invencion, por ejemplo ADN de
las SEC ID N° 19 y 21 que se describen anteriormente). Las células de hibridoma sirven de fuente tipica de dicho
ADN. Una vez aislado, el ADN se introduce en vectores de expresidon que después se transfectan a células
hospedadoras tales como E.Coli, células COS, células CHO, células PerC6 o células de mieloma que de otro modo
no producen proteina inmunoglobulinica obteniendo la sintesis del anticuerpo. EI ADN puede modificarse
sustituyendo la secuencia codificante de las cadenas L y H humanas por las correspondientes regiones constantes
H y L no humanas (por ejemplo murinas), véase por ejemplo Morrison; PNAS 81, 6851 (1984). Asi, en ofra
realizacién de la invencién se proporciona un anticuerpo quimérico que comprende un dominio Vy que tiene la
secuencia: SEC ID N°: 19 y un dominio V_ que tiene la secuencia: SEC ID N°: 21 fusionada a una region constante
humana (que puede ser de un isotipo IgG por ejemplo IgG1).

La segunda estrategia conlleva la generacion de anticuerpos humanizados en los que se reduce el contenido no
humano del anticuerpo al humanizar las regiones variables. Dos técnicas de humanizacién han ganado popularidad.
La primera es la humanizacion mediante injerto de CDR. Las CDR forman bucles cerca del extremo N del anticuerpo
donde forman una superficie montada en un supercontigo que proporcionan las regiones estructurales. La
especificidad de unién al antigeno del anticuerpo se define principalmente por la topografia y por las caracteristicas
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quimicas de la superficie de sus CDR. Estas caracteristicas a su vez son determinadas por la conformacién de las
CDR individuales, por la disposicion relativa de las CDR, y por la naturaleza y disposicion de las cadenas laterales
de los restos que comprenden las CDR. Puede lograrse un gran descenso de la capacidad inmundgena injertando
so6lo las CDR de un anticuerpo no humano (por ejemplo murino) (anticuerpo "donante") sobre una estructura humana
adecuada (“estructura receptora”) y regiones constantes (véase Jones y col. (1986) Nature 321,522-525 y
Verhoeyen My col. (1988) Science 239, 1534-1536). Sin embargo, el injerto de CDR per se puede no conseguir que
se mantengan todas las propiedades de unién de antigenos y con frecuencia se encuentra que deben preservarse
algunos restos estructurales del anticuerpo donante (que algunas veces se denominan "contramutaciones”) en la
molécula humanizada si debe recuperarse una afinidad de unién de antigenos significativa en la molécula
humanizada (véase Queen C y col. (1989) PNAS 86, 10,029-10,033, Co, M y col. (1991) Nature 351, 501-502). En
este caso, pueden elegirse regiones V humanas que muestran la mayor homologia entre las secuencias
(habitualmente 60 % o mayor) para el anticuerpo donante no humano a partir de una base de datos para
proporcionar la estructura humana (FR). La seleccién de FR humanas puede realizarse o bien a partir de consensos
humanos o a partir de anticuerpos humanos individuales. Cuando sea necesario, los restos clave del anticuerpo
donante se introducen en la estructura receptora humana para conservar las conformaciones de las CDR. Pueden
usarse los modelos por ordenador del anticuerpo para ayudar a identificar dichos restos estructuralmente
importantes, véase el documento W099/48523.

De forma alternativa, la humanizacién puede lograrse mediante un procedimiento de "chapado". Un analisis
estadistico de regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas humanas y murinas reveld
que los patrones precisos de los restos expuestos son diferentes en los anticuerpos humanos y murinos, y la
mayoria de las posiciones superficiales individuales tienen una gran preferencia por un pequefio nimero 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 capacidad inmundgena de un Fv no humano sustituyendo los restos
expuestos de sus regiones estructurales que difieren de las que habitualmente se encuentran en los anticuerpos
humanos. Debido a que puede establecerse una relacion directa entre la capacidad antigénica de las proteinas y la
accesibilidad superficial, la sustitucion de los restos superficiales puede ser suficiente para hacer que la region
variable murina sea "invisible" para el sistema inmunitario humano (véase también Mark G.E. y col. (1994) in
Handbook of Experimental Pharmacology vol. 113: The pharmacology of monoclonal Antibodies, Springer-Verlag,
paginas 105-134). Este procedimiento de humanizaciéon se denomina "chapado" porque Unicamente se altera la
superficie del anticuerpo, los restos estructurales no se alteran. Otras estrategias alternativas incluyen las que se
describen en el documento WO04/006955 y el procedimiento de Humaneering M (Kalobios) que utiliza los sistemas
de expresion bacterianos y produce anticuerpos que tienen una secuencia similar a la de la linea germinal humana
(Alfenito-M Advancing Protein Therapeutics, enero de 2007, San Diego, California).

Para los expertos en la técnica sera patente que el término "derivado” se pretende que defina no sélo la fuente en el
sentido de que sea el origen fisico del material sino que también define el material que estructuralmente idéntico al
material pero que no tiene su origen en la fuente de referencia. Asi, los "restos que se encuentran en el anticuerpo
donante" no necesariamente tienen que haber sido purificados a partir del anticuerpo donante.

Esta bien reconocido en la técnica que ciertas sustituciones de aminoacidos se considera que son "conservadoras".
Los aminoacidos se dividen en grupos basandose en las propiedades comunes de sus cadenas laterales y las
sustituciones dentro de estos grupos que mantienen toda o sustancialmente toda la afinidad de union del anticuerpo
terapéutico de la invencion se consideran sustituciones conservadoras, véase la siguiente Tabla 1:

Tabla 1
Cadena lateral Miembros
Hidréfoba met, ala, val, leu, ile
Hidrdfila neutra cys, ser, thr
Acida asp, glu
Basica asn, gin, his, lys, arg
Restos que influyen sobre la orientacion de las cadenas | gly, pro
Aromaticas trp, tyr, phe

1.1.3 Anticuerpos multiespecificos y biespecificos

Las proteinas de union a antigenos de la presente invencion pueden ser multiespecificas es decir pueden unirse a
mas de un antigeno. En una realizacion particular, la proteina de unién a antigenos es un anticuerpo biespecifico.
Un anticuerpo biespecifico es un anticuerpo derivado que tiene especificidades de unién por al menos dos epitopos
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diferentes y también forma parte de la invencion. Los procedimientos para preparar dichos anticuerpos son
conocidos en la técnica. Tradicionalmente, la producciéon recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la
coexpresion de dos pares de cadenas H y cadenas L de inmunoglobulina, en la que las dos cadenas H tienen
especificidades de union diferentes, véase Millstein y col., Nature 305 537-539 (1983), el documento W093/08829 y
Traunecker y col. EMBO, 10, 1991, 3655-3659. Debido a la mezcla aleatoria de las cadenas H y L, se produce una
mezcla potencial de diez estructuras de anticuerpos diferentes de las cuales sélo una tiene la especificidad de unién
deseada. Una estrategia alternativa implica fusionar los dominios variables con las especificidades deseadas a la
region constante de la cadena pesada que comprende al menos parte de las regiones de bisagra, CH2 y CH3. Se
prefiere tener la region CH1 que contenga el sitio necesario para la unién de la cadena ligera, presente en al menos
una de las fusiones. Los ADN que codifican estas fusiones y, si se desea, la cadena ligera de la inmunoglobulina se
insertan en vectores de expresion separados y se cotransfectan a un organismo huésped adecuado. Sin embargo es
posible insertar las secuencias codificantes para dos o para las tres cadenas en un vector de expresién. En una
estrategia preferida, el anticuerpo biespecifico esta compuesto por una cadena H con una primera especificidad de
union en un brazo y un par de cadena H y cadena L, proporcionando una segunda especificidad de union en el otro
brazo, véase el documento W0O94/04690. Véase también Suresh y col. Methods in Enzymology 121, 210, 1986.

La administraciéon de las proteinas terapéuticas al cerebro ha sido dificultada por la presencia de la barrera
hematoencefalica (BBB) y existe una barrera retiniana similar entre el ojo y la corriente sanguinea. Se han propuesto
diversas estrategias cuando se desea administrar una proteina de unién a antigenos de la invencion, tal como un
anticuerpo de la invencion o fragmento de anticuerpo de la invencion, a través de una barrera biolégica tal como la
BBB para potenciar dicha administracion cuando sea necesario y pueden ser aplicables estrategias similares para
permitir cruzar la barrera retiniana.

Para obtener los nutrientes y factores necesarios de la sangre, la BBB posee algunos receptores especificos, que
transportan compuestos de la sangre en circulacion al cerebro. Los estudios han indicado que algunos compuestos
como la insulina (véase Duffy KR y col. (1989) Brain Res. 420:32-38), transferrina (véase Fishman JB y col. (1987)
J.Neurosci 18:299-304) y los factores de crecimiento de tipo insulina 1 y 2 (véase Pardridge WM (1986) Endocrine
Rev. 7:314-330 y Duffy KR y col. (1986) Metabolism 37:136-140) atraviesan la BBB mediante transcitosis mediada
por receptores. Los receptores de estas moléculas proporcionan asi un medio potencial para que los anticuerpos
terapéuticos de la invencion accedan al cerebro usando los denominados anticuerpos "vectoriales" (véase Pardridge
WM (1999) Advanced Drug Delivery Review 36: 299-321). Por ejemplo, se ha demostrado que un anticuerpo contra
el receptor de transferrina se transporta dinamicamente al parénquima cerebral (véase Friden PM y col. (1991)
PNAS 88: 4771-4775 y Friden PM y col. (1993) Science 259: 373-377). Asi, una estrategia potencial es producir un
anticuerpo biespecifico o fragmento biespecifico tal como se describe anteriormente en el que una primera
especificidad sea hacia un epitopo del péptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de B-amiloide tal como se
describe anteriormente y una segunda especificidad hacia un receptor de transporte localizado en la BBB por
ejemplo una segunda especificidad hacia el receptor de transporte de transferrina.

Otros anticuerpos biespecificos previstos por la presente invencion incluyen un anticuerpo biespecifico o fragmento
biespecifico del mismo que tiene una primera especificidad por B-amiloide y una segunda especificidad por un
activador de la via de complemento con el objetivo de inhibir su actividad, por ejemplo, pero sin excluir otros: un
factor de complemento, tal como el factor de complemento D.

Las proteinas multiespecificas de unién a antigenos de la invencion incluyen proteinas que tienen una primera
especificidad por B-amiloide, tal como un epitopo de péptido B-amiloide que contiene los restos 28-35 de B-amiloide
tal como se describe anteriormente, una segunda especificidad por un receptor de transporte situado en la BBB o en
la barrera hematorretiniana y una tercera especificidad por un activador de la via de complemento.

1.2 Fragmentos de anticuerpos y otras construcciones proteinicas, tales como dominios

En ciertas realizaciones de la invencidon se proporciona un anticuerpo terapéutico que es un fragmento de union a
antigenos. Dichos fragmentos pueden ser fragmentos de unién de antigenos funcionales de anticuerpos intactos y/o
humanizados y/o quiméricos tales como fragmentos Fab, Fd, Fab', F(ab'),, Fv, ScFv de los anticuerpos que se
describen anteriormente. Los fragmentos que carecen de la region constante de IgG2 humana carecen
esencialmente de la capacidad de activar complemento por la ruta clasica o de mediar en la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos. Ademas dichos fragmentos se producen mediante digestion proteolitica de anticuerpos
intactos por ejemplo mediante digestion con papaina (véase por ejemplo, el documento WO 94/29348) pero pueden
producirse directamente a partir de células hospedadoras transformadas por via recombinante. Para la produccién
de ScFv, véase Bird y col.; (1988) Science, 242, 423-426. Ademas, los fragmentos de anticuerpos pueden
producirse usando una variedad de técnicas de ingenieria tal como se describe mas adelante.

Los fragmentos Fv parecen tener una menor energia de interaccién de sus dos cadenas que los fragmentos Fab.
Para estabilizar la asociaciéon de los dominios V4 y Vi, se han enlazado con péptidos (Bird y col., (1988) Science
242, 423-426, Huston y col., PNAS, 85, 5879-5883), enlaces disulfuro (Glockshuber y col., (1990) Biochemistry, 29,
1362-1367) y mutaciones "knob in hole" (Zhu y col. (1997), Protein Sci., 6, 781-788). Los fragmentos ScFv pueden
producirse mediante procedimientos notorios para los expertos en la técnica véase Whitlow y col. (1991) Methods
companion Methods Enzymol, 2, 97-105 y Huston y col. (1993) Int. Rev. Immunol 10, 195-217. Los ScFv pueden
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producirse en células bacterianas tales como E.Coli pero mas habitualmente se producen en células eucariotas. Una
desventaja de los ScFv es la monovalencia del producto, que impide aumentar la avidez debido a una unién
polivalente, y a su corta semivida. Los intentos para solventar estos problemas incluyen (ScFv'); bivalentes
producidos a partir de ScFV que contienen una cisteina adicional en el extremo C mediante acoplamiento quimico
(Adams y col. (1993) Can.Res 53, 4026-4034 y McCartney y col. (1995) Protein Eng. 8, 301-314) o mediante
dimerizacion especifica de sitio de los ScFv que contienen un resto cisteina en el extremo C no emparejado (véase
Kipriyanov y col. (1995) Cell. Biophys 26, 187-204). De forma alternativa, puede forzarse a los ScFv a que formen
multimeros acortando el enlazador peptidico a entre 3 y 12 restos formando "diacuerpos", véase Holliger y col.
PNAS (1993), 90, 6444-6448. Reducir todavia mas el enlazador puede provocar la formacion de trimeros de ScFV
("triacuerpos”, véase Kortt y col. (1997) Protein Eng, 10, 423-433) y tetrameros ("tetracuerpos"”, véase Le Gall y col.
(1999) FEBS Lett, 453, 164-168). La construccion de moléculas bivalentes de ScFV también puede lograrse
mediante fusion genética con motivos de dimerizacion de proteinas formando "minianticuerpos” (véase Pack y col.
(1992) Biochemistry 31, 1579-1584) y "minicuerpos" (véase Hu y col. (1996), Cancer Res. 56, 3055-3061). Los
tandems de ScFv-Sc-Fv ((ScFV);) también pueden producirse enlazando dos unidades de ScFv mediante un tercer
péptido enlazador, véase Kurucz y col. (1995) J.Immol. 154, 4576-4582. Los diacuerpos biespecificos pueden
producirse a través de la asociacién no covalente de dos productos de fusion de cadenas Unicas constituidas por el
dominio Vy de un anticuerpo conectado mediante un enlazador corto al dominio V. de otro anticuerpo, véase
Kipriyanov y col. (1998), Int. J. Can 77, 763-772. La estabilidad de dichos diacuerpos biespecificos puede
potenciarse mediante la introduccion de puentes disulfuro o mutaciones "knob in hole" tal como se describe
anteriormente o mediante la formacion de diacuerpos monocatenarios (ScDb) en los que se conectan dos
fragmentos ScFv hibridos a través de un péptido enlazador véase Kontermann y col. (1999) J. Immunol. Methods
226 179-188. Las moléculas biespecificas tetravalentes estan disponibles por ejemplo mediante la fusiéon de un
fragmento ScFv al dominio CH3 de una molécula de IgG o a un fragmento Fab a través de la regién de bisagra
véase Coloma y col. (1997) Nature Biotechnol. 15, 159-163. De forma alternativa, se han creado moléculas
biespecificas tetravalentes mediante la fusion de diacuerpos monocatenarios biespecificos (véase Alt y col., (1999)
FEBS Lett 454, 90-94. También pueden formarse moléculas biespecificas tetravalentes mas pequefias mediante la
dimerizacién o bien de tandems de ScFv-ScFv con un enlazador que contiene un motivo de hélice-bucle-hélice
(minianticuerpos DiBi, véase Muller y col. (1998) FEBS Lett 432, 45-49) o una molécula monocatenaria que
comprende cuatro dominios variables de anticuerpo (Vu y VL) en una orientacion que evita el emparejamiento
intramolecular (diacuerpo en tandem, véase Kipriyanov y col., (1999) J. Mol. Biol. 293, 41-56). Pueden crearse
fragmentos biespecificos F(ab')2 mediante acoplamiento quimico de fragmentos Fab' o mediante heterodimerizacion
a través de cremalleras de leucina (véase Shalaby y col., (1992) J. Exp. Med. 175, 217-225 y Kostelny y col. (1992),
J. Immunol. 148, 1547-1553). También hay disponibles dominios V4 y V, aislados, véanse los documentos US
6.248.516; US 6.291.158; US 6.172.197. La frase “dominio variable Unico de inmunoglobulina" se refiere a un
dominio variable de anticuerpo (Vh, Vuu, VL) que se une especificamente a un antigeno o epitopo de forma
independiente de una regién o dominio V diferente. Un dominio variable Unico de inmunoglobulina puede estar
presente en un formato (por ejemplo, homomultimero o heteromultimero) con otras regiones variables o dominios
variables diferentes, donde las otras regiones o dominios no son necesarios para unirse a los antigenos mediante el
Unico dominio variable de inmunoglobulina (es decir, donde el dominio variable Unico de inmunoglobulina se une a
un antigeno de forma independiente de los dominios variables adicionales). Un “anticuerpo de dominio Unico” o
“dAb” es lo mismo que un “dominio variable Unico de inmunoglobulina" que es capaz de unirse a un antigeno tal y
como se usa el término en el presente documento. Un dominio variable unico de inmunoglobulina puede ser un
dominio variable de anticuerpo humano, pero también incluye dominios variables de un anticuerpo Unico de otras
especies tales como roedores (por ejemplo, tal y como se describe en el documento WO 00/29004, dAb de Vun de
tiburén nodriza y camélidos. Los Vuy de camélidos son polipéptidos de dominio variable Unico de inmunoglobulina
que se derivan de especies que incluyen, camello, llama, alpaca, dromedario y guanaco, que producen anticuerpos
con cadenas pesadas naturalmente carentes de cadenas ligeras. Tales dominios Vuy pueden humanizarse de
acuerdo con técnicas estandar disponibles en la técnica, y dichos dominios se considera todavia que son
“anticuerpos de dominio Unico” de acuerdo con la invencion. Tal como se usa en el presente documento “Vyincluye
dominios Vyy de camélidos.

También puede proporcionarse un fragmento de union a antigenos mediante ordenacion de una o mas de las CDR
en supercontigos proteinicos no correspondientes a anticuerpos tales como un dominio. Un dominio puede unirse
especificamente a un antigeno o epitopo de forma independiente de una regién variable o dominio diferente. Este
puede ser un anticuerpo de dominio, tal como se describe anteriormente, o puede ser un dominio que sea un
derivado de un supercontigo que se selecciona a partir del grupo constituido por CTLA-4, lipocalina, SpA, un
Afficuerpo, un avimero, GroEl, transferrina, GroES fibronectina/adnectina, que se han sometido a bioingenieria de
proteinas para obtener la union a un antigeno distinto del ligando natural.

En este contexto, el término “dominio” se refiere a una estructura de proteina plegada que tiene estructura terciaria,
independiente del resto de la proteina. Generalmente, los dominios son responsables de las diferentes propiedades
funcionales de las proteinas, y en muchos casos pueden afadirse, eliminarse o transferirse a otras proteinas sin
pérdida de funcion del resto de la proteina y/o del dominio. Un “dominio variable Unico” es un dominio de un
polipéptido plegado que comprende secuencias caracteristicas de los dominios variables de los anticuerpos. Por lo
tanto incluye, dominios variables de anticuerpos completos y dominios variables modificados, por ejemplo, en los
que uno o mas bucles han sido reemplazados por secuencias que no son caracteristicas de los dominios variables
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de anticuerpo, o dominios variables de anticuerpo que han sido truncados o que comprenden extensiones en el
extremo N o C, asi como fragmentos plegados de dominios variables que mantienen al menos la actividad de unién
y la especificidad del dominio de longitud completa.

1.3 Anticuerpos heteroconjugados

Los anticuerpos heteroconjugados son derivados que también forman una realizacién de la presente invencion. Los
anticuerpos heteroconjugados estan compuestos por dos anticuerpos unidos covalentemente que se forman usando
cualesquiera procedimientos de reticulacion convenientes. Véase el documento US 4.676.980.

1.4 Otras modificaciones.

Se cree que la interaccion entre la region Fc de un anticuerpo y diversos receptores Fc (FcyR) actia de mediadora
de las funciones efectoras del anticuerpo que incluyen citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC),
fijacion de complemento, fagocitosis y semivida/aclaramiento del anticuerpo. Pueden realizarse diversas
modificaciones a la region Fc de los anticuerpos de la invencion dependiendo de la propiedad efectora que se
desee. En particular, las regiones constantes humanas que esencialmente carecen de las funciones de a) activacion
de complemento por la via clasica; y b) mediacion de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos incluye la
region constante de 1gG4, la region constante de IgG2 y las regiones constantes de IgG1 que contienen mutaciones
especificas como por ejemplo mutaciones en las posiciones 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y/o 322 que se
describen en los documentos EP0307434 (W0O8807089), EP 0629 240 (W09317105) y WO 2004/014953. Se ha
descrito por separado que las mutaciones en los restos 235 o 237 dentro del dominio CH2 de la region constante de
la cadena pesada (numeracion segun Kabat; sistema de indexado EU) reducen la unién a FcyRI, FcyRIl y la unién a
FcyRIIl y por lo tanto reducen la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (Duncan y col. Nature
1988, 332; 563-564; Lund y col. J. Immunol. 1991, 147; 2657-2662; Chappel y col. PNAS 1991, 88; 9036-9040;
Burton y Woof, Adv. Immunol. 1992, 51;1-84; Morgan y col., Immunology 1995, 86; 319-324; Hezareh y col., J. Virol.
2001, 75 (24); 12161-12168). Ademas, algunos informes también describen la implicacion de algunos de estos
restos en el reclutamiento o mediacion de la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) (Morgan y col., 1995;
Xu y col., Cell. Immunol. 2000; 200:16-26; Hezareh y col., J. Virol. 2001, 75 (24); 12161-12168). Por lo tanto, los
restos 235 y 237 se han mutado ambos a restos de alanina (Brett y col. Immunology 1997, 91; 346-353;
Bartholomew y col. Immunology 1995, 85; 41-48; y documento W09958679) para reducir los efectos tanto de
mediacion por complemento como por FcyR. Los anticuerpos que comprenden estas regiones constantes pueden
denominarse anticuerpos "no liticos".

Se puede incorporar un epitopo de unién de receptores de rescate al anticuerpo para aumentar su semivida en
suero véase el documento US 5.739.277.

Actualmente hay cinco receptores Fcy humanos, FcyR (1), FcyRlla, FeyRIIb, FeyRllla y FcRn neonatal. Shields y col.,
(2001) J. Biol. Chem 276, 6591-6604 demostraron que un conjunto comun de restos de IgG1 esta implicado en la
union de todos los FcyR, mientras que FcyRIl y FcyRIIl utilizan sitios distintos fuera de este conjunto comun. Un
grupo de restos de IgG1 redujo la unién a todos los FcyR cuando se alteraron a alanina: Pro-238, Asp-265, Asp-270,
Asn-297 y Pro-239. Todos estan en el dominio CH2 de IgG y arracimados cerca de la region de bisagra CH1 y CH2.
Aunque FcyRI utiliza dnicamente el conjunto comun de restos de IgG1 para su union, FcyRIl y FcyRIIl interactian
con restos diferentes ademas de los del conjunto comun. La alteracién de algunos restos redujo la unién solo a
FcyRII (por ejemplo Arg-292) o a FcyRIll (por ejemplo Glu-293). Algunas variantes mostraron una unién mejorada a
FcyRIl o FeyRIIl pero no afectaron a la unién al otro receptor (por ejemplo Ser-267Ala mejor6 la unién a FcyRIl pero
no afecto a la union a FcyRIIl). Otras variantes mostraron una unién mejorada a FcyRIl o FcyRIIl con reduccion en la
union al otro receptor (por ejemplo Ser-298Ala mejord la union a FcyRIIl y redujo la union a FcyRIl). Para FeyRllla,
las mejores variantes de union de IgG1 habian combinado sustituciones con alanina en Ser-298, Glu-333 y Lys-334.
Se cree que el receptor neonatal FcRn esta implicado en proteger a las moléculas de IgG de la degradacion y asi
potenciar la semivida en suero y la transcitosis entre tejidos (véase Junghans R.P (1997) Immunol. Res 16. 29-57 y
Ghetie y col. (2000) Annu. Rev. Immunol. 18, 739-766). Se determind que los restos de IgG1 humana que
interactuaban directamente con FcRn humano incluyen 11e253, Ser254, Lys288, Thr307, GIn311, Asn434 e His435.

El anticuerpo terapéutico de la invencién puede incorporar cualquiera de las modificaciones de la region constante
anterior.

En una realizacion particular el anticuerpo terapéutico esencialmente carece de las funciones de a) activacion de
complemento por la via clasica; y b) mediacion de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. En una
realizacion mas particular la presente invencion proporciona anticuerpos terapéuticos de la invencion que tiene uno
cualquiera (0 mas) de los cambios de los restos que se detallan anteriormente para modificar la
semivida/aclaramiento y/o las funciones efectoras tales como ADCC y/o citotoxicidad dependiente de complemento
y/o lisis por complemento.

En un aspecto adicional de la presente invencién el anticuerpo terapéutico tiene una region constante del isotipo
IgG1 humano con sustituciones de alanina (u otras que la alteren) en las posiciones 235 (por ejemplo L235A) y 237
(por ejemplo G237A) (numeracion de acuerdo con el esquema EU que se detalla en Kabat).

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 525704 T3

Otros derivados de la invencion incluyen variantes de glucosilacion de los anticuerpos de la invencion. Se sabe que
la glucosilacion de los anticuerpos en posiciones conservadas de sus regiones constantes tiene un profundo efecto
sobre la funcién del anticuerpo, en particular las funciones efectoras tales como las que se describen anteriormente,
véase por ejemplo, Boyd y col. (1996), Mol. Immunol. 32, 1311-1318. Se contemplan las variantes de glucosilacion
de los anticuerpos terapéuticos de la presente invenciéon en las que se afiade, elimina o modifica uno o mas restos
carbohidratados. La introduccion de un motivo asparragina-X-serina o asparragina-X-treonina crea un sitio potencial
para la union enzimatica de restos carbohidratados y puede usarse por lo tanto para manipular la glucosilacién de un
anticuerpo. En Raju y col. (2001) Biochemistry 40, 8868-8876 se aumentd la sialiacion terminal de una
inmunoadhesina TNFR-IgG a través de un procedimiento de regalactosilacion y/o resialilacion usando beta-1,4-
galactosiltransferasa y/o alfa- 2,3-sialiltransferasa. Se cree que al aumentar la sialilacion termina se aumenta la
semivida de la inmunoglobulina. Los anticuerpos, al igual que la mayoria de las glucoproteinas, habitualmente se
producen en la naturaleza en forma de una mezcla de glucoformas. Esta mezcla es particularmente obvia cuando
los anticuerpos se producen en células eucariotas, en particular de mamifero. Se ha desarrollado una variedad de
procedimientos para fabricar glucoformas 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. Asi, la invencién se ocupa de una pluralidad de anticuerpos terapéuticos (que
pueden ser del isotipo IgG, por ejemplo IgG1) tal como se describe en el presente documento que comprende un
numero definido (por ejemplo 7 o menos, por ejemplo 5 o menos tal como dos o una uUnica) glucoforma(s) de dichos
anticuerpos.

Los derivados de acuerdo con la invencién también incluyen anticuerpos terapéuticos de la invencion acoplados a un
polimero no proteinico tal como polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol o polioxialquileno. La conjugacion de
proteinas a PEG es una técnica establecida para aumentar la semivida de proteinas, asi como de reducir la
capacidad antigénica e inmundégena de las proteinas. El uso de PEGilacion con diferentes pesos moleculares y
estilos (lineales o ramificados) se ha investigado con anticuerpos intactos asi como con fragmentos Fab', véase
Koumenis I.L. y col. (2000) Int. J. Pharmaceut. 198: 83-95. Una realizacion particular comprende un fragmento de
union a antigenos de la invencion sin las funciones efectoras de a) activacion de complemento por la via clasica; y b)
mediacion de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos; (tal como un fragmento Fab o un scFv) acoplado a
PEG.

2. Procedimientos de produccion

Los anticuerpos de la presente invencion pueden producirse en organismos transgénicos tales como cabras (véase
Pollock y col. (1999), J. Immunol. Methods 231:147-157), pollos (véase Morrow KJJ (2000) Genet. Eng. News 20:1-
55), ratones (véase Pollock y col. ib) o plantas (véase Doran PM, (2000) Curr. Opinion Biotechnol. 11, 199-204, Ma
JK-C (1998), Nat. Med. 4; 601-606, Baez J y col., BioPharm (2000) 13: 50-54, Stoger E y col.; (2000) Plant Mol. Biol.
42: 583-590). Los anticuerpos también pueden producirse mediante sintesis quimica. Sin embargo, los anticuerpos
de la invencion habitualmente se producen usando tecnologia de cultivo celular recombinante notoria para los
expertos en la técnica. Se aisla un polinucleétido que codifica el anticuerpo y se inserta en un vector replicable tal
como un plasmido para su posterior propagacion o expresion en una célula huésped. Un sistema de expresion util es
un sistema de glutamato sintetasa (tal como el que comercializa Lonza Biologics), en particular en el que la célula
huésped es CHO o NSO (véase mas adelante). El polinucleétido que codifica el anticuerpo se aisla faciimente y se
secuencia usando procedimientos convencionales (por ejemplo sondas de oligonucleétidos). Los vectores que
pueden usarse incluyen plasmidos, virus, fagos, transposones, minicromosomas de los que los plasmidos son una
realizacion tipica. Generalmente dichos vectores incluyen ademas una secuencia de sefal, origen de replicacion,
uno o0 mas genes marcadores, un elemento potenciador, a promotor y secuencias de terminacién de la transcripcion
ligadas operablemente al polinucledtido de la cadena ligera y/o pesada de forma que se facilite la expresion. Los
polinucledtidos que codifican las cadenas ligera y pesada pueden insertarse en vectores separados e introducirse
(por ejemplo mediante transformacion, transfeccion, electroporacion o transduccion) en la misma célula huésped de
forma concurrente o secuencial o, si se desea, tanto la cadena pesada como la cadena ligera pueden insertarse en
el mismo vector antes de dicha introduccion.

Sera inmediatamente patente para los expertos en la técnica que debido a la redundancia del cédigo genético,
también hay disponibles polinucleétidos alternativos a los que se describen en el presente documento que
codificaran los polipéptidos de la invencion.

2.1 Secuencias de senal

Las proteinas de union a antigenos, por ejemplo los anticuerpos, de la presente invenciéon pueden producirse en
forma de una proteina de fusion con una secuencia de sefial heteréloga que tenga un sitio de escision especifico en
el extremo N de la proteina madura. La secuencia de sefial deberia ser reconocida y procesada por la célula
huésped. Para las células huésped procaridticas, la secuencia de sefial puede ser una secuencia lider de alcalina
fosfatasa, penicilinasa, o enterotoxina Il termoestable. Para la secreciéon de levaduras, las secuencias de sefal
pueden ser una secuencia lider de invertasa de levadura, una secuencia lider de factor o 0 secuencias lider de
fosfatasa véase por ejemplo el documento WO90/13646. En los sistemas celulares de mamifero, hay disponibles
secuencias lider viricas tales como la sefial gD de Herpes simplex y las secuencias de sefial de inmunoglobulina
nativa (tal como cadena pesada de Ig humana). Habitualmente la secuencia de sefal esta ligada en marco de
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lectura a un polinucleétido que codifica el anticuerpo de la invencién.
2.2 Origen de replicacion

Los origenes de replicacion son notorios en la técnica, siendo pBR322 adecuado para la mayoria de las bacterias
gram negativas, el plasmido 2u para la mayoria de las levaduras y diversos origenes viricos tales como SV40,
polioma, adenovirus, VSV o BPV para la mayoria de las células de mamifero. Generalmente, el componente de
origen de replicacion de SV40 no es necesario para los vectores de expresion de mamifero integrados. Sin embargo,
el SV40 ori puede estar incluido dado que contiene el promotor temprano.

2.3 Marcador de selecciéon

Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibioticos u otras toxinas, por
ejemplo ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, o (b) complementan deficiencias auxotropicas o
proporcionan nutrientes no disponibles en el medio complejo o (c) combinaciones de ambos. El esquema de
seleccion puede suponer detener el crecimiento de las células huésped que no contienen vector o vectores. 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 que confiere el marcador de seleccion
administrado al mismo tiempo. Un ejemplo es el sistema de seleccion DHFR en el que los transformantes se
generan en cepas huésped negativas para DHFR (por ejemplo véase Page y Sydenham 1991 Biotechnology 9: 64-
68). En este sistema, el gen DHFR es administrado al mismo tiempo que la proteina de unién a antigenos, por
ejemplo anticuerpo, secuencias polinucleotidicas de la invencion y después se seleccionan las células positivas para
DHFR mediante privacion de nucleésidos. Si fuera necesario, también se emplea el inhibidor de DHFR metotrexato
para seleccionar los transformantes con amplificacion de genes de DHFR. Al ligar operablemente el gen de DHFR a
la proteina de unién a antigenos, por ejemplo anticuerpo, secuencias codificantes de la invencion o derivados
funcionales de los mismos, la amplificacion del gen de DHFR produce la concomitante amplificacion de la proteina
de unién a antigenos deseada, por ejemplo anticuerpo, secuencias de interés. Las células CHO son una linea
celular particularmente atil para esta seleccion de DHFR/metotrexato y los procedimientos para amplificar y
seleccionar las células huésped usando el sistema DHFR estan bien establecidos en la técnica véase Kaufman R.J.
y col. J. Mol. Biol. (1982) 159, 601-621, para una revision, véase Werner RG, Noe W, Kopp K,Schluter M,
"Appropriate mammalian expresssion systems for biopharmaceuticals”, Arzneimittel-Forschung. 48(8): 870-80,
agosto de 1998. Un ejemplo adicional es el sistema de expresion de glutamato sintetasa (Bebbington y col.,
Biotechnology 1992 Vol 10 pagina 169). Un gen adecuado para la seleccion para usar en levaduras es el gen trp1;
véase Stinchcomb y col. Nature 282, 38, 1979.

2.4 Promotores

Los promotores adecuados para la expresion de proteinas de unidn a antigenos, por ejemplo anticuerpos, de la
invencion estan ligados operablemente a ADN/polinucledtido que codifica la proteina de unién a antigenos por
ejemplo un anticuerpo. Los promotores para los huéspedes procariotas incluyen el promotor phoA, sistemas
promotores de beta-lactamasa y lactosa, alcalina fosfatasa, triptéfano y promotores hibridos tales como Tac. Los
promotores adecuados para la expresion en células de levaduras incluyen 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas
glucoliticas por ejemplo enolasa, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, hexocinasa, piruvato descarboxilasa,
fosfofructocinasa, glucosa 6 fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa y glucocinasa. Los promotores de levaduras
inducibles incluyen alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa acida, metalotioneina y enzimas
responsables del metabolismo del nitrdgeno o de la utilizacion de maltosa/galactosa.

Los promotores para la expresion en los sistemas celulares de mamifero incluyen promotores de ARN polimerasa Il
que incluyen promotores viricos tales como polioma, difteria aviar y adenovirus (por ejemplo adenovirus 2), virus del
papiloma bovino, virus de sarcoma aviario, citomegalovirus (en particular el promotor génico temprano inmediato),
retrovirus, virus de la hepatitis B, actina, promotor del virus de sarcoma de rous (RSV) y el virus simio temprano o
tardio 40 y promotores no viricos tales como EF-1alfa (Mizushima y Nagata Nucleic Acids Res 1990 18(17): 5322. La
eleccion del promotor puede basarse en una compatibilidad adecuada con la célula huésped que se usa para la
expresion.

2.5 Elemento potenciador

Cuando sea apropiado, por ejemplo para la expresion en eucariotas superiores, pueden incluirse elementos
potenciadores adicionales en lugar de, o ademas de, los que se encuentran localizados en los promotores que se
describen anteriormente. Las secuencias potenciadoras de mamifero adecuadas elemento potenciadores de
globina, elastasa, albumina, fetoproteina, metalotionina e insulina. De forma alternativa, puede usarse un elemento
potenciador de un virus de célula eucariota tal como el potenciador de SV40, el potenciador del promotor temprano
de cytomegalovirus, potenciador de polioma, potenciador de baculovirus o el lucus de IgG2a murino (véase el
documento WO04/009823). Aunque dichos potenciadores habitualmente estan localizados en el vector en un sitio
aguas arriba del promotor, también pueden estar localizados en cualquier otro sitio por ejemplo en la region no
traducida o aguas abajo de la sefial de poliadenilacion. La eleccion y posicion del promotor puede basarse en una
compatibilidad adecuada con la célula huésped que se usa para la expresion.
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2.6 Poliadenilaciéon/Terminacion

En los sistemas eucariotas, las sefiales de poliadenilacion estan ligadas operablemente a un polinucleétido que
codifica la proteina de union a antigenos, por ejemplo anticuerpo, de esta invencién. Dichas sefales habitualmente
estan situadas 3’ del marco de lectura abierto. En los sistemas de mamifero, las sefiales ejemplares no limitantes
incluyen las que se derivan de hormonas de crecimiento, factor de elongacién-1 alfa y genes viricos (por ejemplo
SV40) o repeticiones de terminacion largas retroviricas. En los sistemas en levaduras los ejemplos no limitantes de
sefiales de polidenilacién/terminacién incluyen las que se derivan de los genes de fosfoglicerato cinasa (PGK) y
alcohol deshidrogenasa 1 (ADH). En los sistemas procariotas, las sefiales de poliadenilacién habitualmente no son
necesarias y en vez de eso es habitual emplear secuencias de terminaciéon mas cortas y mas definidas. La eleccion
de las secuencias de poliadenilacion/terminacion puede basarse en una compatibilidad adecuada con la célula
huésped que se usa para la expresion.

2.7 Otros procedimientos/elementos para mejorar los rendimientos

Ademas de lo anterior, otros elementos que pueden usarse para mejorar los rendimientos incluyen elementos de
remodelacion de cromatina, intrones y modificacion de codones especifica de la célula huésped. El uso de los
codones de las proteinas de unidn a antigenos, por ejemplo anticuerpos, de esta invencion puede modificarse de
forma que se acomode a la tendencia de codones de la célula huésped de forma que se aumente la transcripcion y/o
el rendimiento del producto (por ejemplo Hoekema A y col. Mol Cell Biol 1987 7(8): 2914-24). La eleccion de los
codones puede basarse en una compatibilidad adecuada con la célula huésped que se usa para la expresion.

2.8 Células huésped

Las células huésped adecuadas para clonar o expresar los vectores que codifican proteinas de unién a antigenos,
por ejemplo anticuerpos, de la invencién son las células procariotas, de levadura o eucariotas superiores. Las
células procariotas adecuadas incluyen eubacterias por ejemplo enterobacteriaceae 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 Bacilos tales
como B.subtilis y B.licheniformis (véase el documento DD 266 710), Pseudomonas tales como P.aeruginosa y
Streptomyces. De las células huésped de las levaduras, también se contemplan huéspedes tales como
Saccharomyces cerevisiae, schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces (por ejemplo ATCC 16,045; 12,424;
24178; 56,500), yarrowia (EP402, 226), Pichia Pastoris (EP183, 070, véase también Peng y col. J. Biotechnol. 108
(2004) 185-192), Candida, Trichoderma reesia (EP244, 234), Penicillin, Tolipocladium y Aspergillus, A.nidulans y
A.niger.

Aunque la invencion contempla especificamente células huésped procariotas y de levaduras, habitualmente sin
embargo, las células huésped de la presente invencion son células de vertebrado. Las células de vertebrado
adecuadas incluyen células de mamifero tales como COS-1 (N° de ATCC. CRL 1650) COS-7 (ATCC CRL 1651),
linea renal embrionaria humana 293, PerC6 (Crucell), células renales de hamster neonato (BHK) (ATCC CRL 1632),
BHK570 (N° de ATCC: CRL 10314), 293 (N° de ATCC CRL 1573), células de ovario de hamster chino CHO (por
ejemplo CHO-K1, N° de ATCC: CCL 61, linea celular de CHO sin DHFR tal como DG44 (Urlaub y col., Somat Cell
Mol Genet (1986) Vol 12 paginas 555-566), en particular las lineas de células CHO adaptadas para el cultivo en
suspension, células 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), Hep
G2 y células de linfoma o mieloma por ejemplo NSO (véase el documento US 5.807.715), Sp2/0, YO.

Asi, en una realizaciéon de la invencidon se proporciona una célula huésped transformada de forma estable que
comprende un vector que codifica una cadena pesada y/o cadena ligera del anticuerpo terapéutico tal como se
describe en el presente documento. Habitualmente dichas células huésped comprenden un primer vector que
codifica la cadena ligera y un segundo vector que codifica dicha cadena pesada.

Dichas células huésped también pueden disefiarse o adaptarse ademas para modificar la calidad, funcion y/o
rendimiento de la proteina de unién a antigenos, por ejemplo anticuerpo, de esta invencion. Los ejemplos no
limitantes incluyen expresion de enzimas modificadoras especificas (por ejemplo de glucosilacion) y chaperonas de
plegamiento de las proteinas.

2.9 Procedimientos de cultivo celular.

Las células huésped transformadas con vectores que codifican las proteinas terapéuticas de union a antigenos, por
ejemplo los anticuerpos, de la invencidon pueden cultivarse mediante cualquier procedimiento conocidos por los
expertos en la técnica. Las células huésped pueden cultivarse en matraces giratorios, matraces con agitacion,
frascos giratorios, reactores por ondas (por ejemplo System 1000 de wavebiotech.com) o sistemas de fibras huecas
pero para la produccién a gran escala se prefieren reactores con tanque agitado o reactores en bolsas (por ejemplo
Wave Biotech, Somerset, Nueva Jersey, EE.UU.), en particular para los cultivos en suspensién. Habitualmente los
tanques agitados estan adaptados para contar con aireacion usando por ejemplo tubos burbugeadores, deflectores o
impulsores de baja cizalla. Para las columnas con burbujas y los reactores neumaticos puede usarse aireacion
directa con burbujas de aire u oxigeno. Cuando las células huésped se cultivan en un medio de cultivo sin suero,
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aquel puede suplementarse con un agente protector para las células tal como pluronic F-68 para ayudar a prevenir
los dafios a las células como resultado del procedimiento de aireacién. Dependiendo de las caracteristicas de la
célula huésped, pueden usarse o bien microtransportadores como sustratos de crecimiento para las lineas celulares
dependientes de anclaje o las células pueden estar adaptadas a un cultivo en suspension (que es lo habitual). El
cultivo de células huésped, en particular de células huésped de vertebrado puede utilizar una variedad de modos de
operacion tales como en lotes, en lotes con alimentacion, en lotes repetidos (véase Drapeau y col. (1994)
Cytotechnology 15: 103-109), procedimiento en lotes extendido o cultivo con perfusion. Aunque las células huésped
de mamifero transformadas por medios recombinantes pueden cultivarse en medio que contenga suero como suero
de ternero fetal (FCS), se prefiere que dichas células huésped se cultiven en medio sin suero tal y como se describe
en Keen y col. (1995) Cytotechnology 17: 153-163, o medio disponible comercialmente tal como ProCHO-CDM o
UltraCHO™ (Cambrex NJ, EEUU), suplementado cuando sea necesario con una fuente de energia tal como glucosa
y factores de crecimiento sintéticos tales como insulina recombinante. El cultivo sin suero de células huésped puede
requerir que esas células estén adaptadas al crecimiento en condiciones libres de suero. Una estrategia de
adaptacion es un cultivo de dichas células huésped en medio que contiene suero y repetidamente cambiar un 80 %
del medio de cultivo por el medio sin suero de forma que las células huésped aprendan a adaptarse a condiciones
libres de suero (véase por ejemplo Scharfenberg Ky col. (1995) en Animal Cell technology: Developments towards
the 21st century (Beuvery E.C. y col. editores), paginas 619-623, Kluwer Academic publishers).

Las proteinas de unién de antigenos, por ejemplo los anticuerpos, de la invencion segregadas al medio pueden
recuperarse y purificarse del medio usando una variedad de técnicas para proporcionar un grado de purificacion
adecuado para el uso que se pretenda. Por ejemplo el uso de proteinas de unidn a antigenos terapéuticas, por
ejemplo los anticuerpos, de la invencion para el tratamiento de pacientes humanos habitualmente requiere una
pureza de al menos el 95 % segun se determina mediante SDS-PAGE reductora, mas habitualmente 98 % o 99 %
de pureza, comparada con el medio de cultivo que comprende las proteinas terapéuticas de unién a antigenos, por
ejemplo anticuerpos. Al principio habitualmente se eliminan los desechos celulares del medio de cultivo usando
centrifugacion seguida de una etapa de clarificacion del sobrenadante usando por ejemplo microfiltracion,
ultrafiltracion y/o filtracion profunda. De forma alternativa, la proteina de unién a antigenos, por ejemplo anticuerpo,
puede recolectarse mediante microfiltracion, ultrafiltracion o filtracion profunda sin centrifugacién previa. Hay
disponible una variedad de otras técnicas tales como dialisis y electroforesis en gel y técnicas cromatograficas tales
como hidroxiapatita (HA), cromatografia por afinidad (que opcionalmente conlleva un sistema de marcado por
afinidad tal como polihistidina) y/o cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC, véase el documento US 5.429.746).
En una realizacion, las proteinas de unién a antigenos, por ejemplo los anticuerpos, de la invencion, después de
diversas etapas de clarificacion, se capturan usando cromatografia por afinidad con Proteina A o G seguida de
etapas de cromatografia adicionales tales como intercambio idnico y/o cromatografia de HA, intercambio de aniones
o cationes, cromatografia de exclusién por tamafio y precipitacion con sulfato de amonio. Habitualmente, también se
emplean diversas etapas de eliminacion de virus (por ejemplo nanofiltracion usando por ejemplo un filtro DV-20).
Tras estas diversas etapas, se proporciona una preparacion purificada (habitualmente monoclonal) que comprende
al menos 10 mg/ml o mas por ejemplo 100 mg/ml o mas del anticuerpo de la invencion y por lo tanto supone una
realizacion de la invencion. Una concentracion de 100 mg/ml o superior puede generarse mediante
ultracentrifugacion. De forma adecuada, dichas preparaciones estan sustancialmente libres de formas agregadas de
anticuerpos de la invencion.

Los sistemas bacterianos estan adecuados en particular para la expresion de fragmentos de anticuerpos. Dichos
fragmentos estan localizados en el interior de las células o en el periplasma. Las proteinas periplasmaticas
insolubles pueden extraerse y replegarse formando proteinas de acuerdo con procedimientos conocidos por los
expertos en la técnica, véase Sanchez y col. (1999) J. Biotechnol. 72, 13-20 y Cupit PM y col. (1999) Lett Appl
Microbiol, 29, 273-277.

3. Composiciones farmacéuticas

Las preparaciones de proteinas de union a antigenos purificadas, por ejemplo anticuerpos, de la invencion (en
particular preparaciones monoclonales) tal como se describe anteriormente, pueden incorporarse a composiciones
farmacéuticas para usar en el tratamiento de enfermedades y trastornos humanos tales como los que se describen
anteriormente. Habitualmente dichas composiciones comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable
(es decir inerte) tal y como es conocido y requiere la practica farmacéutica aceptable, véase por ejemplo Remingtons
Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, (1980), Mack Publishing Co. Los ejemplos de dichos vehiculos incluyen
vehiculo esterilizado tal como solucién salina, solucion de Ringer o solucidon de dextrosa, tamponadas con tampones
adecuados tales como acetato sédico trihidratado a un pH farmacéuticamente aceptable, tal como a un pH en un
intervalo de 5 a 8. Las composiciones farmacéuticas inyectables (por ejemplo por via intravenosa, intraperitoneal,
intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraportal o por administracion local al ojo mediante aplicacion tépica o
periocular al ojo o inyeccion intravitrea en al 0jo) o para infusién continua estan sustancialmente exentas de materia
particulada visible y pueden comprender de 1 mg a 10 g de proteina terapéutica de unién a antigenos, por ejemplo
anticuerpo, habitualmente de 5 mg a 1 g, mas especificamente de 5 mg a 25 mg o 50 mg de proteina de union a
antigenos, por ejemplo anticuerpo. Los procedimientos para la preparacion de dichas composiciones farmacéuticas
son notorios para los expertos en la técnica. En una realizacién, las composiciones farmacéuticas comprenden de 1
mg a 10 g de proteinas terapéuticas de unién a antigenos, por ejemplo anticuerpos, de la invencién en forma

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 525704 T3

monodosis, opcionalmente junto con instrucciones de uso. Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden
liofilizarse para su reconstitucién antes de la administracion de acuerdo con procedimientos notorios u patentes para
los expertos en la técnica. Cuando las realizaciones de la invencion comprenden anticuerpos de la invencién con un
isotipo IgG1, puede afadirse un quelante de iones metalicos que incluyen cobre, tal como citrato (por ejemplo citrato
sodico) o EDTA o histidina, a la composicion farmacéutica para reducir el grado de degradacion mediada por los
metales de los anticuerpos de este isotipo, véase el documento EP0612251. Las composiciones farmacéuticas
también pueden comprender un solubilizante tal como una base arginina, un detergente/agente contra la agregacion
tal como polisorbato 80, y un gas inerte tal como nitrégeno para sustituir el oxigeno del espacio superior del vial.

Las dosis eficaces y las posologias para administrar la proteina de unién a antigenos, por ejemplo el anticuerpo, de
la invencidon generalmente se determinan de forma empirica y dependen de factores tales como la edad, peso y
estado de salud del paciente y la enfermedad o trastorno a tratar. Dichos factores estan dentro del alcance del
médico a cargo. Las directrices para seleccionar las dosis apropiadas pueden encontrarse por ejemplo en Smith y
col. (1977) Antibodies in human diagnosis and therapy, Raven Press, Nueva York pero en general seran de 1 mg a
10 g. En una realizacion, la pauta para tratar a un paciente humano es de 1 mg a 1 g de anticuerpo terapéutico de la
invencion administrados por via subcutanea una vez a la semana o cada dos semanas, o mediante infusién
intravenosa cada 1 o 2 meses. Dicha dosis corresponde a 0,014-140 mg/kg, tal como 0,014-14 mg/kg. Las
composiciones de la presente invencion también pueden usarse de forma profilactica.

Las composiciones también pueden administrarse de forma mas local al ojo o mediante aplicacion topica, o por
inyeccion intravitrea o por administracion periocular, es decir bajo la esclerética mediante inyeccion retrobulbar,
peribulbar, subtenon o subconjuntiva. La administracion sistémica puede ser suficiente para lograr una reduccion
drusen mediante una administracion pasiva, por ejemplo intravenosa del anticuerpo terapéutico. Otras vias de
administracion local pueden permitir al anticuerpo terapéutico alcanzar el segmento posterior del ojo mas faciimente
a dosis menores. Se ha descrito la aplicacion tdpica para permitir la penetracion de fragmentos de anticuerpos la
parte posterior del ojo en el modelo de conejo, (Williams KA, Bereton HM, Farrall A, Standfield SD, Taylor SD, Kirk
LA, Coster DJ (2005) Eye 19; 910-913). Se ha descrito la inyeccion intravitrea de los fragmentos de anticuerpos o de
anticuerpos monoclonales completos y los pacientes de AMD la toleran bien para los productos ranibizumab vy
bevacizumab. El anticuerpo terapéutico también puede administrarse mediante un implante intravitreo. Las
inyecciones retrobulbares y peribulbares pueden lograrse con agujas especiales de calibre 23 a 26 y son menos
invasivas que las inyecciones intravitreas. La inyeccién subtenon coloca la composicion en contacto con la
esclerodtica durante un periodo mas prolongado que podria ayudar a la penetracion a la parter posterior del ojo. La
inyeccion de proteinas justo debajo de la conjuntiva se ha descrito en modelos de conejo y esto permite que las
moléculas se difundan de una forma mas directa a través de la esclerética para alcanzar el segmento posterior del
ojo. Los sistemas de administracion de farmacos de liberacion mantenida pueden usarse también de forma que
permitan liberar el material durante un intervalo de tiempo mayor al interior o alrededor del ojo de forma que la
administracion pudiera ser menos frecuente. Dichos sistemas incluyen micelas, geles, hidrogeles, nanoparticulas,
microcapsulas o implantes que pueden estar rellenos o recubiertos con composiciones terapéuticas. Estos pueden
administrarse al cristalino ocular mediante inyeccion o por cualquiera de las otras vias menos invasivas descritas
anteriormente, es decir por la via periocular o subesclerética. Los ejemplos de dichos sistemas de liberacion
mantenida y vias de administracion local incluyen hidrogeles de liberacion lenta termosensibles para la
administracion subesclerética o intravitrea de una formulacion con base de nanoparticulas dirigida a la retina
posterior y a la capa RPE (Janoira KG, Gunda S, Boddu SHS, Mitra AK, (2007) Expert Opin Drug Deliv 4: 371-388;
Birch DG, Liang FQ, (2007) Int J Nanomed 2:65-77). Son posibles muchas otras combinaciones de sistema de
administracion y via de administracion local y podrian considerarse para las composiciones de anticuerpo
terapéutico. Un anticuerpo también puede administrarse mediante un dispositivo fisico tal como mediante
iontoforesis (Association for Research in Vision and Ophthalmology, 2008, Annual meeting, 27 de abril — 1 de mayo,
Ponencias n.° 98/A125 y n.° 1813/D693 de EyeGate Pharma: Blalock y col., y Ruiz-Perez y col.).

4. Usos clinicos.

Se apreciara que las enfermedades que se caracterizan por niveles de B-amiloide o depdsitos de B-amiloide
elevados incluyen enfermedad de Alzheimer, deficiencia cognitiva leve, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con B-amiloidosis de tipo Holandés, angiopatia (-amiloide cerebral y diversos tipos de demencias
degenerativas, tales como las asociadas a la enfermedad de Parkinson, paralisis supranuclear progresiva,
degeneracion basal cortical y enfermedad de Alzheimer de tipo con cuerpos de Lewis difusos, degeneracion macular
senil (AMD), enfermedades de "tipo Glaucoma” y formacion de cataratas dependiente de [1AR.

En una realizacion de la invencién, la enfermedad que se caracterizan por niveles de B-amiloide o depdsitos de -
amiloide elevados es la enfermedad de Alzheimer.

En una realizaciéon adicional de la invencién, la enfermedad que se caracterizan por niveles de B-amiloide o
depdsitos de B-amiloide elevados es degeneracion macular senil (AMD), enfermedades de "tipo Glaucoma” y
formacion de cataratas dependiente de AB.

Aunque la presente invencién se ha descrito principalmente con relaciéon al tratamiento de enfermedades o
trastornos humanos, la presente invencion también puede aplicarse en el tratamiento de enfermedades o trastornos
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similares en mamiferos no humanos.

Ejemplos
Procedimientos

ABi8200

Biacore™/Biacore

CM5

cSLO

ELISA

FMAT

FPLC

IHC

Integra CL1000
MSD®

ProSepA HiTrap
RU

SDS-PAGE
SPR

SPSS
SRU

Materiales
BSA
C57/BL6
DAB
DAPI
DMEM
DMSO
DTT
EDTA
FA

FCS
FITC

Glutamax

HEK

Sistema de deteccion celular macro confocal por fluorescencia para FMAT de
Applied Biosystems 8200

Un dispositivo que permite la medicion de la cinética en tiempo real de las
interacciones moleculares usando SPR

Chip sensor de Biacore™ con una superficie para usos variados recubierta con
una matriz de dextrano carboximetilado

Oftalmoscépico laser de barrido confocal

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas

Tecnologia de ensayo fluorométrico en microvolumen (Applied Biosystems)
Cromatografia liquida rapida de proteinas

Inmunohistoquimica

Mini-biorreactores comercializados por IBS Integra Biosciences

Meso Scale Discovery

Columnas de Proteina A para FPLC que comercializa GE Healthcare

Unidad de resonancia (unidad arbitraria para cuantificar la unién a un chip
sensor en mediciones en Biacore)

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico

(Resonancia de plasmoén superficial): fendmeno fisico que emplean los aparatos
Biacore™ para la medicion de los cambios en la masa del chip sensor

Paquete de software de andlisis estadistico

SRU BIND™ Tecnologia de biosensores que permite controlar las
interacciones bioquimicas sin marcadores

albumina de suero bovina

"C57 black 6" - cepa endégama habtiual de ratones de laboratorio
3,3'-diaminobencidina

4' 6-diamidino-2-fenilindol

medio Eagle modificado por Dulbecco
sulféxido de dimetilo

ditiotreitol

acido etilendiaminatetracético

acido formico

suero de ternero fetal

isotiocianato de fluoresceina

forma estable de glutamina que se afiade al medio de cultivo (suplemento
dipeptidico L-Ananil-L-Glutamina)

células renales embrionarias humanas 293
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Tampoén de HBS-EP

HEPES
Histoclear
HRP

IMS

Lipofectamina

NaCl

Opti-MEM

PBS

PFA

PEG

PPD

PRF F12

RIBI

RT-PCR
TASTPM

TBS
Transfast
Tris HCI
Tween-20
Versene
Abreviaturas
AMD
APP

BM

CFH

CFlI

CHO
CNV
CPM

CSF

ICV

IgG

i.p.

hAPP

ES 2 525704 T3

Tampoén Biacore™ para usos variados que contiene HEPES 0,01 M a pH 7.4,

NaCl 0,15M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %
acido N-(2-hidroxietil)piperazin-N’-(2-etanosulfénico)
agente clarificador tisular

peroxidasa de rabano

licor metilado industrial

agente de transfeccion basado en lipido catiénico que comercializa

Invitrogen/Gibco

cloruro sédico

medio basado en el medio de Eagle modificado de Invitrogen/Gibco
solucion salina tamponada con fosfato

paraformaldehido

polietilenglicol

derivado de proteina purificado

medio sin rojo de fenol con Nutrient Mixture F-12

coadyuvante antigénico con base de emulsion de aceite en agua

reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa

cepa de ratones doblemente transgénica creada por el cruce de ratones

Swedish con mutacion APP695 (TAS10) con una cepa PS-1M146V (TPM)
solucion salina tamponada con TRIS

agente de transfeccion liposémico que comercializa Promega
clorhidrato de tris-(hidroximetil)Jaminometano

monolaurato de polioxietilensorbitan

agente de quelacion de iones metalicos (acido etilendiaminatetraacético)

degeneracion macular senil
proteina precursora amiloide
membrana de Bruch

factor de complemento H

factor de complemento |

células de ovario de hamster chino
neovascularizacién de las coroides
recuentos por minuto

fluido cerebrospinal
intracerebroventricular
inmunoglobulina gamma
intraperitoneal

proteina precursora amiloide humana
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HIER recuperacion de antigenos inducida térmicamente
HVT voluntario sano

KD constate de disociacién en el equilibrio

NDS suero de burro normal

MO meses de edad

MRT tiempo de permanencia medio

oS segmentos exteriores

RPE células epiteliales de pigmento retiniano

Generacion de anticuerpos monoclonales de ratén especificos para beta amiloide humano

Un conjunto de ratones se inmunizaron inicialmente con el péptido CGGGNKGAIIGLMVGG (que contiene los restos
27-38 de B-amiloide) (SEC ID N°: 7) acoplado en el extremo N a PPD. La respuesta inmunitaria de estos ratones se
evaluo tomando una muestra de suero y analizandola en un ELISA con conjugados de ovoalbumina del mismo
péptido para determinar la valoraciéon de anticuerpos para los ratones inmunizados. Sélo se observaron respuestas
débiles. En otro experimento se inmunizd6 un conjunto de ratones con 10 pg del péptido
CGGGEDVGSNKGAIIGLMVGG (que contiene los restos 22-38 de 3-amiloide) (SEC ID N°: 73) conjugado a PPD
acoplado en el extremo N (derivado de proteina purificado; Cambridge Research Biochemicals) en adyuvante RIBI
por via intraperitoneal. La respuesta inmunitaria de estos ratones se evalué de nuevo tomando una muestra de
suero 7 dias después de cada refuerzo y analizandola en un ELISA del mismo péptido para determinar la valoracion
de anticuerpos para los ratones inmunizados. Una vez los ratones hubieron alcanzado una respuesta Optima
(basandose en un analisis comparativo de la valoracion de los anticuerpo en las dos ultimas muestras de suero)
reforzando con 2,5 pug de conjugado peptidico, se sacrifico al ratdn con la mejor valoracion de anticuerpos y se
extrajo el bazo para la generacion de hibridomas. Los hibridomas se generaron obteniendo las células de bazo y
fusionandolas con células de mieloma usando metodologia con PEG (polietilenglicol). La poblacion de células mixtas
resultante se plaqued después en placas de cultivo celular de 96 pocillos.

Cada uno de los anticuerpos expresados contenido en el sobrenadante del cultivo se tamizé después en un
inmunoensayo homogéneo de FMAT (Tecnologia de ensayo en microvolumen por fluorescencia). Se identificaron 29
anticuerpos positivos en esta cascada de tamizado que dieron negativo para la proteina ovoalbumina absorbida de
forma pasiva sobre perlas de poliestireno pero dieron positivo para:

(i) conjugado de ovoalbumina acoplado en el extremo N a CGGGEDVGSNKGAIIGLMVGG (22-38) (SEC ID
N°: 73) unido a perlas de poliestireno,

(ii) péptido B-amiloide (1-40) biotinilado en el extremo N unido a perlas de poliestireno recubiertas con
estreptavidina,

(iii) péptido B-amiloide (1-40) biotinilado en el extremo C unido a perlas de poliestireno recubiertas con
estreptavidina y

(iv) péptido B-amiloide (24-34) biotinilado en el extremo N, donde los restos 24-34 de [3-amiloide que son
VGSNKGAIIGL (SEC ID N°: 8), estan unidos a perlas de poliestireno recubiertas con estreptavidina.

Las muestras de sobrenadante con anticuerpos seleccionadas se analizaron para determinar la cinética de la union
al péptido B-amiloide (1-40) tal como se detalla mas adelante.

Determinacion de las velocidades de disociacion de la interaccion de union (kd) usando un ensayo de
resonancia de plasmoén superficial

Se us6 un instrumento Biacore A100 para proporcionar la cinética de la velocidad de disociacion para la interaccion
de los 29 anticuerpos seleccionados con (-amiloide (1-40). Para esto, se derivaron cubetas de flujo de un chip
sensor Biacore con estreptavidina con niveles bajos B-amiloide (1-40) biotinilado en el extremo N. Se generaron tres
curvas para cada muestra de anticuerpo y se introdujeron en ecuaciones de velocidad para obtener las velocidades
de disociacion. Para los 12 clones no fue posible establecer una clasificacién en base a la velocidad de disociacion
porque no era posible medir la velocidad de disociacién con las condiciones experimentales elegidas. Sin embargo,
en estas condiciones, los 12 clones mostraron una velocidad de disociacion (kd) de al menos 10™.

ELISA de union de B-amiloide humano

26



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 525704 T3

Los 29 anticuerpos contenidos en los sobrenadantes de los hibridomas identificados anteriormente se volvieron a
analizar para determinar su unién a B-amiloide (1-40) humano mediante ELISA. Para lograr una comparacion valida,
se determiné la concentracién del anticuerpo contenido en los sobrenadantes del cultivo usando un ELISA de
cuantificacion de IgG. Para determinar el isotipo del anticuerpo funcional a 3-amiloide humano, se llevé a cabo un
ELISA de union usando un conjunto de anticuerpos de deteccion especificos de isotipo. Los 29 anticuerpos se unian
a B-amiloide (1-40) humano en este formato de ELISA. Los isotipos para cada clon de anticuerpo unido podrian
identificarse mediante el anticuerpo secundario especifico de isotipo que se usaba contra IgG1, IgG2a o IgG2b. En
un caso se observo una mezcla de isotipos funcionales.

Mapeo de epitopos mediante ELISA usando péptidos superpuestos

Los epitopos reconocidos por los 29 anticuerpos que se seleccionaron a partir del tamizado primario y estaban
contenidos en los sobrenadantes del hibridoma se mapearon mediante ELISA usando un conjunto de 31, péptidos
12-meros superpuestos que cubrian la secuencia completa del péptido B-amiloide 1-42. Todos los péptidos
contenian un enlazador de 3 aminoacidos en el extremo C (glicina-serina-glicina) y un resto lisina biotinilado en el
extremo.

Se recubrieron placas de inmunoensayo de 96 pocillos toda la noche a 4 °C con 100 pl de estreptavidina a 0,5
pg/pocillo (Sigma) en agua destilada. Se lavaron las placas tres veces (PBS/0,01 % de Tween 20) y los pocillos se
bloquearon con 250 pul/ pocillo de BSA al 3 % en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron
tres veces y se afadieron 100 pl de soluciones de péptidos (0,5 ug/pocillo en 1 % de BSA 0,1 % de Tween 20 en
PBS) a pocillos triplicados, durante 3 horas a temperatura ambiente. También se prepararon pocillos de control
Unicamente con DMSO. Las placas se lavaron tres veces y se afadieron 100 pl de los 29 sobrenadantes de
hibridoma (diluidos 1/20 en 1 % de BSA/ 0,1 % de Tween 20) a todos los pocillos y se incub6 a 4 °C toda la noche.
Las placas se lavaron tres veces y se afiadié conjugado de anticuerpo contra IgG de ratén y peroxidasa de rabano
(Amersham, diluido 1:2000 en 1 % de BSA, 0,1 % de Tween 20 en PBS) a 100 pl/pocillo. Las placas se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente, se lavaron tres veces, y la unién del anticuerpo de deteccion se reveld
usando 100 pl/pocillo de sustrato de tetrametilbencidina (Sigma) durante aproximadamente 5 minutos a temperatura
ambiente controlando el desarrollo de color azul. La reaccién se termind y la densidad optica se leyd para cada
pocillo a 450 nm.

Todos los anticuerpos se unian a una region muy similar que contenia el motivo KGAIIGLM (equivalente a los restos
28-35 de B-amiloide) (SEC ID N°: 9).

Cinética de union determinada mediante ensayo de resonancia de plasmoén superficial

Se evaluaron las afinidades de union por (-amiloide y la cinética de 8 anticuerpos monoclonales que se
seleccionaron a partir del conjunto de 29 en mas detalle usando tecnologia Biacore 3000. Las preparaciones de
anticuerpos de ratén purificadas se capturaron sobre una superficie de chip con anticuerpo policlonal contra IgG de
raton. Se diluyd B-amiloide 1-40 humano preparado reciente con tampéon de HBS-EP y se hizo pasar sobre la
superficie con anticuerpo capturado a concentraciones que variaban en el intervalo de 4-500 nM durante 5 minutos.
La disociacion después de la inyeccion se observd durante otros 20 minutos mas. La regeneracion se logrd
mediante un toque de H3PO4 100 mM. Se demostro que los posteriores ciclos de captura de anticuerpo y union a f3-
amiloide no se veian afectados por la regeneracion. Todos los experimentos incluian una doble referencia con una
superficie de blanco y con inyecciones de tampdn de blanco. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 - Datos de afinidad y cinética por Biacore para ocho anticuerpos purificados seleccionados; los
valores de KD que se muestran son de un experimento

mAb Ka (1/Ms) Kd (1/s) KD (nM)
2C1 6,63e4 1,29e-4 1,95
5C9 6,11e4 1,64e-4 2,69
4D4 7,32e4 8,27e-5 1,13
5D1 5,7e4 1,47e-4 2,57
6F6 1,06e5 6,57e-5 0,62
14B3 7,48e4 7,11e-5 0,95
2E11 8,45e4 1,7e-4 2,01
16D4 8,12e4 6,18e-4 7,62
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Los resultados mostraron que las afinidades de los 8 anticuerpos monoclonales eran comparables aunque 16D4
mostré una afinidad al menos de 12 a 2,5 veces menor que los otros clones. Las diferencias en los valores de KD
entre los 7 anticuerpos restantes en este experimento eran de hasta 4,4 veces. Dos de estos clones, 5D1 y 6F6, se
seleccionaron para realizar estudio a mayor escala y se analizaron por triplicado. Estos datos se muestran en la
Tabla 3.

Tabla 3 - Datos de cinética y afinidad por Biacore para anticuerpos monoclonales purificados 6F6 y 5D1
(experimento por triplicado)

mAb Ka (1/Ms) Kd (1/s) KD (nM)
5D1 6,58e4 1,35e-4 2,05
(n=3) 10,38e4 10,10e-4 10,15
6F6 9,93e4 9,4e-5 1,02
(n=3) 10,93e4 13,2e-5 10,41

El mismo procedimiento por Biacore se us6 también para investigar la unién de 6F6 a -amiloide (1-40) y 3-amiloide
(1-42) humanos y murinos. El 6F6 se uni6 a todos estos péptidos con valores similares.

Union a proteina precursora amiloide expresada en células (APP)

El B-amiloide estd compuesto por péptidos formados por escisidon proteolitica de una proteina precursora
transmembrana de tipo | denominada proteina precursora amiloide (APP). Dado que la APP tiene un gran dominio
extracelular, la uniéon a esta proteina podria potencialmente iniciar una reaccién de citotoxicidad dependiente de
anticuerpos (ADCC).

Ensayo con base de FMAT™ ABI8200

Se uso6 tecnologia de ensayo en microvolumen fluorométrico (FMAT; sistema de deteccion celular 8200) para
realizar un ensayo de unién con base celular a una proteina precursora amiloide expresada en células HEK 293T
con los 8 anticuerpos seleccionados anteriormente. Las células HEK293T, o bien con transfecciéon simulada o
transfectadas con un plasmido que codifica APP humana de longitud completa se recolectaron 48 horas después de
la transfeccion. Las células transfectadas se incubaron con diversas diluciones de los sobrenadantes de los
hibridomas o con anticuerpos de control positivos LN27 (Zymed) IgG de ratén contra el dominio extracelular de APP
y un anticuerpo de control negativo que soélo reconoce el extremo N libre del péptido B-amiloide (reactivo del
laboratorio). La unién de los anticuerpos se reveld usando FMAT azul marcado contra anticuerpo de ratéon y se
detectd usando el sistema de deteccion celular 8200. Las sefiales de fondo obtenidas de las células con transfeccion
simulada se restaron de las células transfectadas con APP. 7 clones no mostraron unidon a APP expresada en
células HEK293T comparadas con el anticuerpo monoclonal de control positivo LN27. Al estudiar los resultados con
las células HEK293T con transfeccion simulada un clon (5C9) mostré indicios de unién no especifica a las células
HEK293T haciendo dificil la interpretacion de la capacidad de unién a APP de este clon particular.

Union a proteina precursora amiloide (APP) en cortes de cerebro de ratones transgénicos

Se investigaron cortes de cerebro de 2 ratones TASTPM de dos meses de edad (Howlett y col. 2008) o de ratones
TAS10 de 12 meses de edad mediante IHC. Los cortes se trataron con acido formico al 85 % y se tifieron para
detectar la unién a APP de longitud completa. A la edad elegida, los ratones respectivos no muestran depdsitos de
placas de amiloide aunque parte de la tinciéon puede deberse a que el amiloide intracelular sea accesible al usar esta
técnica. El 6F6 no mostro tincién en estos cortes mientras que un anticuerpo de control para APP de longitud
completa (Zymed) si mostré tincion.

ELISA de union a g-amiloide humano en forma de fragmento Fab

Se genero6 un fragmento Fab de 6F6 mediante escisidon con proteasas estandar usando papaina inmovilizada sobre
perlas (Pierce n.° 20341). Se realiz6 un ELISA para determinar su unién a péptido AR (1-40) humano inmovilizado en
una placa de ELISA con fragmentos Fab de la IgG 6F6 purificados. El resultado de un Unico experimento ELISA
mostré que un fragmento Fab de 6F6 todavia es capaz de unirse a un péptido AB (1-40).
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Unién de 6F6 a amiloide humano nativo en muestras de plasma de voluntarios humanos

Se extrajo sangre completa de voluntarios sanos (HVT) en un tubo K2 EDTA mediante venopuncion y el tubo se
metié en hielo de forma inmediata. La muestra de sangre se proces6 en 30 minutos centrifugando a 2000 x g
durante 15 minutos a 4 °C para obtener el plasma. Después se afiadié inhibidor de proteasas (Roche Complete
Protease Inhibitor cocktail, n.° de cat.: 11 973 580 001, Roche Applied Science) al plasma de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las partes alicuotas de plasma se congelaron después a menos de -70 °C antes de
analizar.

El ensayo us6 6F6 como anticuerpo de captura en un formato de inmunoensayo ECL en 96 pocillos (Meso Scale
Discovery, MSD). De forma resumida, el 6F6 se recubrié en puntos sobre una placa de MSD de 96 pocillos; después
se afiadieron muestras (ensayo de calibrado, control negativo, QC y muestras de prueba). Tras la incubacion, el
material no unido se elimind por lavado y el anticuerpo de deteccion (4G8 biotinilado, (especifico para el epitopo de
B-amiloide 17-24)) se aplicé después para incubar. Esto vino seguido de la adicion de estreptavidina-sulfo-TAG
después de lavar. Al final de esta incubacion, se aplicé una etapa de lavado. La adiciéon de tampén de lectura T de
MSD a la placa permitié leer una sefial electroquimioluminiscente en el MSD Sector Imager 6000. La concentracion
de analito se calcul6 a partir de la sefial de MSD usando una curva estandar de ensayo establecida con
concentraciones conocidas de AB1-42. El limite inferior de cuantificacion para el ensayo era de 78,1 pg/ml.

La Tabla 4 resume las concentraciones de AR de 10 muestras de plasma de voluntarios sanos medidas mediante el
ensayo con anticuerpos 6F6-4G8 descrito anteriormente. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Tabla 4. Concentraciéon de AB en muestras de voluntarios sanos medida mediante anticuerpos contra 6F6-
4G8

Muestra Rep1 Rep2 Media
HVT1 695,780 653,251 674,517
HVT2 602,650 596,211 599,431
HVT3 685,350 684,026 684,688
HVT4 660,760 653,754 657,259
HVT5 629,980 582,975 606,478
HVT6 524,470 517,987 521,230
HVT7 681,420 678,934 680,175
HVT8 618,910 579,181 599,045
HVT9 616,190 605,367 610,779

HVT10 1029,050 947,771 988,413

Media 662,202
DT 125,153

Unién a AB1-42 en condiciones naturales y desnaturalizantes mediante transferencia western

Se investigd el anticuerpo monoclonal 6F6 purificado para determinar su union a diversas formas de AB1-42 y se
analizé en SDS-PAGE natural o desnaturalizante. AR 1-42 se us6 o bien de preparacién reciente o pretratado toda la
noche con PRF F12 a 4 °C, toda la noche en PBS a 37 °C o toda la noche en HClI 10 mM a 37 °C. Las
preparaciones se separaron mediante SDS-PAGE y se analizaron mediante transferencia Western usando el
anticuerpo 6F6 o 6E10 (anticuerpo especifico para AR 1-16 humano; reactivo comercial, Eurogentec) y 5G5
(anticuerpo especifico para AB1-42; reactivo propio). Los resultados mostraron que en los geles naturales 6E10
reconoce formas superiores de amiloide mientras que 6F6 y 5G5 uUnicamente mostraron una sefial relativamente
débil contra estas formas oligoméricas y fibrilares. En condiciones desnaturalizantes, 6F6 y 5G5 de forma
predominante reconocieron formas monomeéricas de beta amiloide mientras que 6E10 especifico del extremo N fue
todavia capaz de unirse a agregados superiores de beta amiloide que no se resolvieron mediante las condiciones de
desnaturalizacion que se usaron en este experimente Fig. 1). En conclusion esto indica que en estas condiciones y
usando las preparaciones de amiloide que se describen anteriormente 6F6 se une con preferencia a las formas de
menor peso molecular y a los monémeros de AR1-42.

Mapeo de epitopos mediante ELISA de anticuerpo monoclonal 6F6 purificado

Se us6 anticuerpo monoclonal 6F6 purificado para repetir el mapeo de epitopos descrito anteriormente mediante
ELISA. El protocolo que se utilizé era el mismo salvo que se afadieron 100 ul de solucién de anticuerpo purificado
diluido (0,1 pg/ml en 1 % de BSA) en lugar de sobrenadante de cultivo de hibridomas.
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El anticuerpo monoclonal 6F6 purificado se unié al motivo KGAIIGL (equivalente a los restos 28-34 de (3-amiloide)
pero la unién se potenciaba mucho si se incluia el resto 35M en el péptido (equivalente a los restos 28-35 de -
amiloide; (SEC ID N°: 9)). No pueden excluirse contribuciones menores de los restos proximos usando técnicas de
mapeo de epitopos superpuestos.

Mapeo de epitopos mediante resonancia de plasmén superficial del anticuerpo monoclonal 6F6

El anticuerpo monoclonal 6F6 purificado se inyectdé durante 3 minutos a 8-64 nM sobre péptidos biotinilados en el
extremo C que representaban 24-35 (SEC ID N° 10: VGSNKGAIIGLMGSG), 28-39 (SEC ID N° 11:
KGAIIGLMVGGVGSG) y 31-42 (SEC ID N° 12: IGLMVGGVVIAGSG) de la secuencia de B-amiloide capturada
mediante un chip sensor recubierto con estreptavidina. El experimento se realizé usando un aparato Biacore 3000.
Los resultados mostraron que 6F6 era capaz de unirse al péptido 24-35 y 28-39 pero no al péptido 31-42 de B-
amiloide, lo que confirma los resultados con péptidos superpuestos anteriores. También puede indicar que los restos
31-35 no son suficientes para su unién a 6F6 y los restos mas alla de la posicion 35 parecen no estar implicados en
la unién de este anticuerpo.

Efecto de la administracion intravenosa de los anticuerpos monoclonales 6F6 y 5D1 contra B-amiloide sobre
los niveles de amiloide en sangre tras la administracion central de amiloide

El objetivo de este estudio era investiga los niveles de radioactividad en sangre tras la inyeccion
intracerebroventricular (ICV) de '*°l (1uCi) de B-amiloide 1-40, en ratones a los que previamente se les habia
inyectado el anticuerpo de prueba.

Se administré "°| (1uCi) de B-amiloide 1-40 a ratones C57BL6/J macho canulados ICV (n=8-10 por tratamiento)
mediante infusion ICV. Una hora antes de la infusion ICV de '®I de B-amiloide 1-40, se les inyect6 a los ratones o
bien solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) o 600ug de anticuerpo monoclonal contra 3-amiloide 6F6 o 5D1
por via intravenosa. Los animales se devolvieron a sus jaulas después de la infusion ICV y a las 4 horas de la
infusién ICV se sacrificaron y se tomaron muestras de la sangre y se detectaron los recuentos por minuto (CPM) de
radiacion gamma.

Preparacion quirdrgica.

Se anestesio a los ratones mediante inhalacion de isofluorano (3-5 %) y se posicionaron en un marco estereotaxico.
Antes de los procedimientos quirdrgicos, los ratones recibieron 0,05 ml (dilucion 1:10 de soluciéon madre) de
vetergesic® subcutaneo (Buprenorfina) como analgésico. Se practicdé una incision en la linea media del cuero
cabelludo y el aspecto dorsal del craneo se limpié y se seco. Se introdujo una canula en el ventriculo lateral
mediante un agujero taladrado en el craneo a las siguientes coordenadas estereotaxicas relativas al temporal
(anterioposterior (AP): -0,5 lateral (L): +0,7 dorsal/ventral (DV): -2,5). Se taladraron otros dos agujeros a través del
craneo en los que se introdujeron tornillos corticales. La canula se anclé para que no se moviera mediante un gel de
cianoacrilato y la incision se suturd alrededor del tapén superior de gel de cianoacrilato. Tras la operacion los
ratones recibieron 0,3 ml de solucién salina por via subcutanea y se dejaron en un entorno caliente para que se
recuperaran de la anestesia. Cuando se incorporaron de nuevo, los ratones se alojaron de uno en uno y se
sometieron a 5 dias de cuidados postoperatorios estandar. No se realizd ningun otro procedimiento durante 5 dias o
hasta que volvieron al peso anterior a la operacion.

Colocacion de la canula

Después de la recuperacion, se verificd la colocacion de la canula mediante la respuesta a la angiotensina Il de
ingestion de agua. Cada ratén recibié la administracion ICV de 100 ng de angiotensina Il. Después de la
administracion, se observo la ingestion de agua durante 15 minutos.

Resultados

Se observé un aumento significativo de la radioactividad en la sangre de los animales a los que se les administro
ambos anticuerpos monoclonales 6F6 y 5D1 comparados con los animales a los que se les administré vehiculo
presumiblemente debido a la capacidad de unirse a (3-amiloide radiomarcado en circulacion y extendiendo asi la
semivida en sangre del péptido B-amiloide 1-40 marcado. Las diferencias entre los anticuerpos monoclonales no
fueron significativas. El tratamiento con 6F6 y 5D1 provocd un aumento estadisticamente significativo de CPM
comparado con el control de vehiculo inyectado — (CPM: vehiculo 1280 +/- 312; 5D1 8152 +/- 2001; 6F6 8875 +/-
2123) Univariate ANOVA, F (3,32) = 15,14 p<0,001 (los datos se han convertido a logaritmicos), prueba LSD post-
hoc ***p<0,001 todos los grupos comparados con el vehiculo.

Investigacion de la farmacocinética de la formacion del complejo de 6F6 y amiloide en cobayas

El objetivo de este estudio era determinar la formacién de complejos de anticuerpo y B-amiloide in vivo en cobayas
que tienen una secuencia de aminoacidos de 3-amiloide idéntica a la de los seres humanos. Esto se logré midiendo
la concentracion de anticuerpos libres y los complejos de anticuerpo y B-amiloide en diversos tiempos durante un
periodo de 19 dias.
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Procedimiento

Se prepard quirdrgicamente a cobayas Dunkin-Hartley macho, anestesiados con isofluorano con una canula doble
en la vena yugular. Las cobayas canuladas recibieron una infusion intravenosa de anticuerpo 6F6 (n = 6) durante 1
hora. Se administraron preparaciones de anticuerpo purificado en solucion de PBS a 0,700 y 0,625 ml/kg/h,
respectivamente para lograr una dosis diana de 3 mg/kg. Se extrajeron muestras de sangre (60 pl) de cada cobaya
antes de la administracion (0 min.) y se introdujeron en tubos de EDTA en los siguientes tiempos (durante 20 dias)
después de iniciar la infusion: 15, 30, 45, 60 (iv sin infusién), 90, 120, 180, 360 min, 8, 10, 24, 48, 72, 96, 120, 144,
168, 192, 216, 240, 264, 312, 360,408 y 456 h.

Se tomaron muestras grandes (0,5 ml) a las 0, 10, 96, 216, 312 y 456 h después del inicio de la infusién. Después
de la ultima muestra de sangre el dia 20, se anestesio a los animales y se extrajo la sangre. Las muestras de plasma
se almacenaron a -80 °C hasta su analisis por ELISA. Se evaluaron los niveles de anticuerpos libres mediante
ELISA de unién de antigenos usando placas de microtitulacion recubiertas con B-amiloide 1-40. Se afadieron
muestras de plasma de 0, 10 h, 96 h, 196 h, 312 h y 456 h a estos pocillos y el anticuerpo monoclonal 6F6 unido se
detectd usando conjugado de IgG—HRP contra raton. Los complejos de B-amiloide y anticuerpo se detectaron
mediante captura en placas recubiertas con anticuerpo policlonal especifico del extremo C de B-amiloide 42. Los
complejos capturados se detectaron mediante el anticuerpo monoclonal 6F6 con conjugado de biotina contra IgG de
raton y kriptato de europio con estreptavidina.

Resultados

Los niveles de anticuerpos libres aumentaron rapidamente tal y como era de esperar después de la administracion
IV (intravenosa) pero también bajaron muy rapidamente durante el primer periodo de 24 horas. Los niveles
alcanzaron un nivel estable aproximadamente a las 160h. Los resultados muestran una velocidad de aclaramiento
en ratdn de 1,75 ml/h/kg para el anticuerpo 6F6 y un tiempo de permanencia medio (MRT) de 49,4 h.

Los niveles de complejo también aumentaron rapidamente después de la administracion de anticuerpo y los niveles
de complejos medios permanecieron estables a ese nivel durante el resto del estudio. Sin embargo, los animales
individuales mostraron una variacion considerable. En algunos animales los niveles de complejo disminuyeron, en
algunos animales los niveles de complejo aumentaron pero en la mayoria de los casos los niveles estuvieron
estables desde aproximadamente el tiempo de 216 h en adelante. El experimento mostré que pueden formarse
complejos con amiloide equivalente humano in vivo y que el nivel de complejos no cambia durante un periodo de
tiempo prolongado en plasma tras la administracion de una unica dosis.

Estudio de administracion de 6F6 durante 4 semanas en ratones transgénicos TASTPM

Los ratones transgénicos (tg) que hiperexpresan la proteina precursora amiloide humana (hAPP) proporcionan un
modelo de amiloidosis y son adecuados para estudiar la influencia de los farmacos sobre la produccion, captura y
deposicion de amiloide. Para este estudio se usaron ratones TASTPM transgénicos que hiperexpresaban la proteina
precursora amiloide humana y una forma mutante de presenilina 1 (cepa de ratones doblemente transgénicos
creados por el cruce de ratones Swedish con la mutacion APP695 (TAS10) con una cepa PS-1M146V (TPM)
(Howlett y col. 2008). El estudio se realiz6 en ratones machos y hembras de aproximadamente 10 semanas de edad.

Los animales estaban en tres grupos de tratamiento:
Grupos de tratamiento:

(A) Animales tg se sacrificaron el dia 1 sin recibir compuesto para determinar los niveles de amiloide al inicio del
estudio (n=16; 9 machos, 7 hembras)

(B) Animales tg que recibieron vehiculo (PBS) mediante inyeccion intraperitoneal dos veces a la semana durante 4
semanas (n=19; 9 machos, 10 hembras)

(C) Animales tg que recibieron 6F6 300 g por ratdon mediante inyeccion intraperitoneal dos veces a la semana
durante 4 semanas (n=19; 9 machos, 10 hembras)

Los animales se dividieron en 3 grupos de tratamiento iniciando el tratamiento con una semana de diferencia.

Las muestras de sangre se tomaron antes de la 2%, 4% 6° y 8% dosis en 3 animales macho y 3 hembra por grupo de
tratamiento mediante extraccion de la vena caudal. Se prepararon muestras de plasma en EDTA de todos los grupos
el dia 1 (Grupo A) o 4 semanas después de la primera dosis (grupos B y C). Se tomaron los hemisferios izquierdo y
derecho, se congelaron de forma ultrarrapida y se almacenaron a -80 °C hasta el posterior analisis para determinar
los niveles bioquimicos de amiloide. También se realizaron extracciones de la cola y se usaron para confirmar el
genotipo.

Determinacion de la carga de amiloide bioguimico en homogenados de cerebro

Se determind el nivel de AR1-40 y AR1-42 en muestras de cerebro extraidas usando la tecnologia ORIGEN (Igen
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International Inc). De forma resumida, se pesaron y extrajeron los hemisferios cerebrales en guanidina HCI 5 M
(Calbiochem) que contenia inhibidor de proteasa Complete TM (Roche Diagnostic) a 150 mg/ml p/v usando un
mortero de mano. Los extractos se diluyeron en tampén Igen y en el ensayo se usaron diluciones a 1:10 y 1:40
clarificadas por centrifugacion a 20000 g.

El ensayo ORIGEN empleaba Dynaperlas recubiertas con estreptavidina (Dynal) con anticuerpo 6E10 biotinilado
inmovilizado (especifico para AB 1-16 humano; Signet Labs) para capturar el A de las muestras y detectar A unido
con G210 (anticuerpo especifico para AB1-40; reactivo del laboratorio) marcado con ori-tag o 5G5 (anticuerpo
especifico para AB1-42; reactivo del laboratorio).

El analisis de la carga de AB1-40 y AB1-42 post-mortem de cada grupo mostré que no se producia una reduccion de
la carga de amiloide cerebral por el tratamiento con 6F6 en este estudio y mediante el procedimiento analitico que se
empled aqui. No fue posible alcanzar conclusiones definitivas sobre la potencial reduccién del amiloide cerebral
porque el patrén del aumento de AR en el cerebro de los animales tratados con vehiculo durante el transcurso del
estudio era pequefio y no uniforme entre todos los animales.

Determinacion de niveles en plasma de anticuerpo 6F6

Se evaluaron muestras de plasma en EDTA longitudinales y terminales para determinar los niveles de anticuerpos
mediante ELISA. De forma resumida, las muestras se diluyeron 1:50, 1:500 y 1:5000 y se afiadieron a placas de
ELISA con 0,5 pg/ml de péptido AR 1-40 inmovilizado diluido en PBS. Las muestras se incubaron toda la noche a 4
°C, se lavaron y el anticuerpo 6F6 unido se detectd usando conjugado de peroxidasa de rabano contra raton. Las
concentraciones de las muestras se determinaron usando una curva de patrones producida usando 8
concentraciones conocidas de 6F6 que variaban de 0 a 30 pg/ml.

Los resultados mostraron que a todos los ratones se les administrd anticuerpo 6F6 con éxito y que las
concentraciones terminales en plasma tenian un valor medio de aproximadamente 250 pg/ml. Las muestras de
plasma longitudinales mostraron un aumento de los niveles en plasma entre la 2° y 4% dosis debido a la
administracion repetida pero se mantuvieron a un nivel de al menos 150 ug/ml hasta el final del estudio en todos los
animales muestreados.

Determinacion de complejos de amiloide y anticuerpo en plasma mediante inmunoprecipitacion y transferencia
western

Para examinar si los complejos de anticuerpo y AR se habian formado en este estudio in vivo, se investigaron las
muestras de plasma para determinar la formacién de complejos usando inmunoprecipitacion y posterior analisis por
transferencia western. De forma resumida, se incubaron muestras de plasma de 15 pul y se agitaron durante 3 h a 4
°C con 10 ul de suspension de perlas sobre proteina A sefarosa. Las perlas se lavaron 5 veces en 1 ml de PBS
helado que contenia inhibidor de proteasas. Cada vez se centrifugaron las muestras durante 2 min a 2000 rpm a 4
°C. Después de lavar, las perlas se volvieron a suspender en 20 ul de tampén de muestras para electroforesis que
contenia DTT 0,1 M. Las muestras se hirvieron durante 5 min y se centrifugaron como anteriormente. Después de
volver a hervir el sobrenadante, las muestras se cargaron en 10 % de minigeles de Bisl/tris y se separaron mediante
electroforesis. Los geles se transfirieron sobre una membrana de nitrocelulosa, se bloquearon y se sondaron con
anticuerpo 6E10 (especifico para AB 1-16 humano; Signet Labs). La deteccion de 6E10 unido se hizo con tinte de IR
dye800 conjugado anticuerpo de cabra contra IgG de raton (H+L) (Rockland). Las transferencias se visualizaron
usando un sistema de obtencion de imagenes por infrarrojos Odysee.

Los resultados mostraron que el AB de bajo peso molecular podia detectarse en las transferencias que se purificaron
al mismo tiempo usando el procedimiento de inmunoprecipiacion. Podria concluirse que se formaron complejos de
6F6 con AB in vivo presentes en las muestras de plasma. La intensidad de las bandas era menor en los animales
hembra analizados. En general, esto confirmé que 6F6 es capaz de unirse a AB humano in vivo y formar complejos
estables que pueden detectarse mediante transferencia western.

Estudio de administracion de 6F6 durante 16 semanas en ratones transgénicos para hAPP

Se usaron ratones transgénicos que hiperexpresan hAPP(751) controlado por el promotor Thy-1 murino que
expresan APP humano con las mutaciones London (717) y Swedish (670/671) en niveles elevados, que producen un
aumento dependiente de la edad de amiloide beta 1-40 y amiloide beta 1-42 (AR1-40 y AR1-42). Estos ratones
desarrollan placas constituidas por deposiciones de amiloide a una edad temprana, que se inicia aproximadamente a
los 4 meses. La gravedad de la patologia cerebral muestra una relacion directa con el aumento de la edad y las
deficiencias del comportamiento. Este estudio se realizd ciego para el investigador sin revelar la identidad del
compuesto que se estaba administrando. Se asignaron ratones transgénicos hembra con una edad de 4 meses en 3
grupos (n= 15 por grupo) asi como un grupo de compafieros de camada no transgénicos y se trataron una vez a la
semana por via intraperitoneal durante un periodo de tiempo de 4 meses. El grupo de los comparfieros de camada y
un grupo de tg que recibia la IgG de control hacian de controles. Al final del tratamiento se realizé6 un andlisis del
comportamiento (laberinto de agua de Morris, reconocimiento de objetos nuevos) y se sacrificéd a los animales. Se
extrajo el cerebro, CSF y el plasma sanguineo. Se procesé un hemisferio de cada cerebro para su evaluacion
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histolégica, el segundo se congeld inmediatamente para determinar AR1-38, AR1-40 y AR1-42 en las fracciones de
homogenado de cerebro asi como de CSF con TBS, Triton X-100, SDS y acido formico (FA). Se determiné la carga
de placas en el cerebro usando inmunotinciéon con anticuerpo contra beta amiloide 6E10 y se determinaron el area
de la superficie de las placas y el niumero de placas y se contaron con un programa de analisis de imagenes por
ordenador (Image Pro Plus, version 4.5.1.29). Se investigé la densidad de las sinapsis usando tincion con
anticuerpos especificos de sinaptofisina (Neomarkers®) marcados con un anticuerpo secundario biotinilado con
sistema de deteccion VIP (Vector®).

Grupos de tratamiento: 3 grupos de animales tg (15/grupo) y un grupo de animales C57BL6 no transgénicos (n=15):
(A) Animales tg que recibieron el compuesto 6F6 a 17 mg/kg de peso corporal una vez a la semana (n=15)

(B) Animales tg que recibieron el compuesto migG2a 17 mg/kg de peso corporal (n=15)

(D) Animales tg que recibieron el compuesto 6F6 a 33 mg/kg de peso corporal (n=15)

(E) Comparieros de camada no transgénicos que recibieron mlgG2a 17 mg/kg de peso corporal (n=15)

Determinacion de la carga de amiloide bioguimico en homogenados de cerebro extraidos secuencialmente y CSF

Se extrajo CSF de los animales de los grupos de tratamiento A, B y D e inmediatamente se congel6é hasta que
estuvo preparado el andlisis posterior con al técnica ELISA. Para los homogenados de cerebro, se homogeneizaron
los hemisferios congelados de los animales de los grupos A, B y D en 5 ml de solucién salina tamponada con TRIS
(TBS) que contenia céctel inhibidor de proteasas. Aproximadamente la mitad de los homogenados de cerebro se
congeld inmediatamente en partes alicuotas. La otra mitad se centrifugd a 74,500 g durante 1 hora y los
sobrenadantes resultantes (= fraccion de TBS), se repartié en partes alicuotas y se mantuvo a -20 °C hasta la
determinacion. Los sedimentos se suspendieron en Triton X-100 (2,5 ml), se centrifugaron y los sobrenadantes se
repartieron en partes alicuotas y se mantuvieron a -20 °C. Estas etapas se repitieron con SDS (2,5 ml). Los
sedimentos de la fraccion de SDS se suspendieron en 70 % de &acido férmico (0,5 ml) antes de la posterior
centrifugacion. Los sobrenadantes obtenidos se neutralizaron con TRIS 1 M (9,5 ml) se repartieron en partes
alicuotas y se mantuvieron a -20 °C. Se us6 CSF asi como las muestras de las cuatro fracciones de cerebro para la
determinacion de AB38, AB40 y AB42 usando un kit disponible comercialmente (Mesoscale Discovery Abeta 3-plex
kit n.° K15148E usando Sector Imager MS2400), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se calcularon los valores
cerebrales en términos de ng de AR por g de cerebro seco, los valores de CSF se calcularon en términos de pg de
AB por ml.

En la fraccion de TBS, los niveles de AB de los animales del grupo B eran los mas bajos para las tres especies de
amiloides. Para AB42 este aumento de los grupos de tratamiento con 6F6 A y D fue significativo para el grupo de
control B (p<0,05 comparado con el grupo A y p<0,001 comparado con el grupo D) pero no fue significativo para
AB38 y ABR40. En las fracciones con Triton X-100 los niveles medios de AB42 también aumentaron significativamente
en los grupos de tratamiento con 6F6 A (p<0,05) y D (p<0,01) comparados con el grupo de control B. Los niveles de
AB40 de los grupos B y D no difirieron de forma significativa, mientras que los del grupo A todavia estaban
significativamente aumentados con respecto al grupo de control B (p<0,05). Aunque no fue significativo, se observo
un aumento de AB38 en el grupo de tratamiento con 6F6 A comparado con el grupo de control B pero el grupo de
tratamiento con 6F6 D disminuy6 ligeramente comparado con el grupo de control B. El AB unido e insoluble en agua,
medido en la fraccion de SDS y FA era significativamente mayor en los cerebros de los animales del grupo de
tratamiento con 6F6 A comparado con los grupos B (AB38 y AB42) o D (AB 38 y AB 40). El grupo de control B y el
grupo de tratamiento con 6F6 D no difirieron significativamente.

En las muestras de 6F6 no se observaron diferencias significativas entre los grupos para los niveles de AB38 y
AB40. Los niveles de AB38, AB40 y AB42 eran ligeramente menores en los animales del grupo de control B
comparados con el grupo de tratamiento con 6F6 A. Los niveles de AB42 en CSF de los animales del grupo de
tratamiento con 6F6 D estaban significativamente aumentados comparados con un grupo de control B (p<0,05) lo
que posiblemente indica la movilizacion de AB42 soluble por secuestro al CSF o indirectamente por el flujo
sanguineo.

Determinacion de la densidad de las sinapsis

Por cada animal se tifien tres cortes con un anticuerpo contra sinaptofisina (1:200; Neo Markers; n.° de Cat.
RM9111-S0O) y anticuerpo secundario biotinilado (1:200; Vector Laboratories; n.° de Cat. PK-6101) seguido de
revelado con VIP (kit sustrato para peroxidasa; n.° de Cat. SK4600). Para determinar la densidad de las sinapsis
media individual, se evallan tres imagenes por region (capa granular de las CA1, CA3 del hipocampo y hoja media
de la circunvolucidon dentada (DGmb)) y los cortes se evaluaron en un procedimiento de mediciéon basada en el
macro. Durante el experimento de macro, las imagenes se contrastan del mismo modo y se cuentan las sinapsis por
encima de un umbral constante. Las sinapsis Unicas y sucesivas se cuentan por separado con las restricciones de
uso del tamafo. El area total de las sinapsis en sucesién se divide entre el tamafio medio de las sinapsis Unicas. El
recuento de sinapsis total se calcula con la siguiente formula:
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Area de sinapsis en sucesion
2 Sinapsis = n.° de sinapsis distintas +

Area media de sinapsis separadas

Ademas, el area de la imagen se corrige teniendo en cuenta el ruido de fondo teniendo en cuenta una reduccion del
area de los vasos sanguineos y la suma de la sinapsis se considera relativa al area de imagen total reducida por el
area de los vasos sanguineos.

La medicién obtenida de los recuentos sinapticos en la region CA1, CA3 y GDmb de los cortes del hipocampo
cerebral de los grupos de tratamiento A, B y D permanecio sin cambios entre los grupos de tratamiento.

Determinacion de los niveles longitudinales en plasma de beta amiloide total y no unido (libre)

Se tomaron muestras de sangre in vivo antes de iniciar el tratamiento (dia 0) y de nuevo las semanas 3, 6, 9y 12
mediante toma de muestras mandibulares de la vena/arteria facial. Las muestras de sangre se introdujeron en EDTA
y viales sin recubrimiento para obtener el plasma. Todas las muestras de plasma se congelaron y se almacenaron
hasta su analisis.

Los niveles de amiloide no unido (libre) y los niveles de amiloide total (AR no unido y formando complejos con
anticuerpo) se determinaron usando la estacion de trabajo Gyrolab™. Se us6 el mAb murino 6F6 biotinilado como
reactivo de captura para el ensayo de B-amiloide libre y un anticuerpo especifico contra $-amiloide biotinilado en el
extremo N (reactivo del laboratorio) como reactivo de captura para el ensayo de B-amiloide total. Ambos reactivos de
captura se capturaron en la columna de captura Gyros Bioaffy CD que contenia una matriz recubierta con
estreptavidina. Se afiadieron los anticuerpos de captura a una concentraciéon de 700 nM. Para ambos ensayos se
us6 4G8 marcado con Alexa 647 (especifico para el epitopo 17-24 de B-amiloide) a una concentracion de 12,5 nM
para la deteccién. Para cuantificar la cantidad de B-amiloide de las muestras se prepard una curva con patrones de
AB1-42 (Innogenetics AB1-42) proporcionando un rango dinamico de 31,25 pg/ml a 20000 pg/ml. La dilucién la curva
de patrones de AB1-42 y las muestras de plasma se realizd en plasma humano sin B-amiloide. Los datos se
analizaron usando el programa inherente al aparato y después se representaron en Excel.

Los niveles totales de 3-amiloide aumentaron mas de 2000 veces para la semana 3 (el primer tiempo) tanto en los
grupos de tratamiento con 6F6 a 17 mg/kg y 33 mg/kg. El grupo de tratamiento a 33 mg/kg presentaba un nivel
ligeramente mayor de nivel de B-amiloide total observado durante la duracion del estudio pero no presentaba una
correlacion directa con el mayor nivel de dosis posible, lo que indicaba que el efecto estaba alcanzando la
saturacion. Se observd que los niveles de B-amiloide libre para los grupos de tratamiento con 6F6 era el nivel de
ruido de fondo que mostraban los ratones no transgénicos en el primer tiempo después del tratamiento (3 semanas),
presumiblemente debido a que la mayoria sino todo el B-amiloide detectado con este ensayo estaba formando
complejos de anticuerpo y B-amiloide . Sin la intervencion del tratamiento, los niveles iniciales de beta amiloide para
los ratones transgénicos era aproximadamente 6 veces mayores que los de los ratones de control no transgénicos.

Determinacion de la carga de las placas usando tincién con 6E10

De las mitades de cerebro de los 18 ratones Tg (6 de del grupo de Tg A; B y D) se prepard un ndmero suficiente de
cortes por cerebro para cuantificar los depodsitos amiloides. La inmunoreactividad de 6E10 se evalud
cuantitativamente en el hipocampo y el coértex. Se cortaron sagitalmente 15 secciones por capa (en total 5 capas que
corresponden a las figuras 104 a 105, 107 a 108, 111 a 112, 115 a 116 y 118 a 119 de acuerdo con el atlas de
morfologia “The Mouse Brain" de Paxinos y Franklin, 22 Edicién), cada una de 5 ym de grueso (Leica SM 2000R).
Los tejidos de todos los animales transgénicos investigados se manejaron exactamente del mismo modo para evitar
sesgos debidos a la variacion de este procedimiento.

Las deposiciones de amiloide y la carga de placas se determinaron usando el anticuerpo monoclonal 6E10 (Signet®)
dirigido contra la posicién 1-17 del péptido 3-amiloide humano. Las areas de la region medida del hipocampo y del
cortex eran constantes en todos los cerebros investigados, lo que excluye los efectos negativos sobre el tejido de las
etapas de tincion inmunohistoquimica (por ejemplo encogimiento, diferentes circunstancias de corte, etc) e indica
que no se produjo atrofia por el tratamiento. Los datos de la carga de placas se relacionaron con el tamafio de la
region individual del corte para poder manejar los artefactos, plegamientos o trozos que faltaran. El tratamiento con
una dosis elevada de 6F6 (grupo D), produjo un descenso significativo del porcentaje del area de las placas del
hipocampo y del cortex comparada con el tratamiento con 6F6 a dosis bajas (grupo A; ANOVA: cértex y hipocampo:
p<0,01) y grupo de control B (Figura 2). Se dio la misma tendencia en el nimero de placas por mm? que de nuevo
fue menor en el grupo de tratamiento con 6F6 D comparado con el grupo de control B (prueba t: cortex: p= 0,093) y
grupo de tratamiento con dosis baja con 6F6 A (prueba t: hipocampo: p=0,051; Figura 3). El tamafio medio de las
placas permanecié sin cambios entre todos los grupos de tratamiento.

Demostracion de amiloidosis en los ojos de factor de ratones sin complemento H: un modelo de AMD
"seca".

Animales
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Se alojaron ratones de diez semanas, 3 meses, 6 meses, 9 meses y un afio de edad cfh” (n=6) (cruzados con el
historial genético C57BL/6 durante mas de 10 generaciones) y ratones de la misma edad con C57BL/6 normal (n=6)
en un entorno de temperatura controlada con un ciclo de 12 horas de dia (160 lux) y noche y se mantuvieron con
una dieta de laboratorio normal (se les administré pienso de laboratorio a voluntad). Los ratones se anestesiaron
(0,75 ml de Ketamina, 0,5 ml de Domitor, 0,75 ml de agua estéril a 0,2 ml/100 g, i.p. suplementado segun fuera
necesario) y se dilataron las pupilas con tropicamida topica al 1 % y clorhidrato de fenilefrina al 2,5 % 10-15 minutos
antes de la obtencion de imagenes con cSLO. Antes de cada secuencia de obtencion de imagenes, se introdujeron
gotas de hidroxipropilmetilcelulosa (0,3 %) en el ojo para evitar la desecaciéon. Todos los procedimientos
experimentales cumplian y se realizaron segun la normativa de la United Kingdom Animals (Scientific Procedures)
Act de 1986.

Obtencién de imagenes de la retina

La obtencion de imagenes se realizo en ratones de 3 meses, 6 meses y 12 meses c¢fh” (n=12) y ratones de control
de la misma edad (n=6) tal como se describe en detalle mas adelante. Se adquirieron las imagenes de retina de alta
resolucion y alto contraste con un oftalmoscopio de laser de barrido confocal tal como se describe mas adelante. De
forma resumida, se realiz6é una obtencion de imagenes por reflectancia usando haces de laser de 488 y 820 nm. Las
imagenes de autofluorescencia y de angiografia con fluoresceina de la retina de los ratones se registraron usando
488 nm. La excitacion y el filtro de corte de emisiones estandar integrado con el borde de barrera (valor de 50 % de
la transmision) a 498 nm.

Los ratones se anestesiaron (0,75 ml de Ketamina, 0,5 ml de Domitor, 0,75 ml de agua esteril a 0,2 ml/100 g, i.p.
suplementado segun fuera necesario) y se dilataron las pupilas con tropicamida topica al 1 % y clorhidrato de
fenilefrina al 2,5 % 10-15 minutos antes de la obtencién de imagenes. Antes de cada secuencia de obtencion de
imagenes, se introdujo una gota de hidroxipropilmetilcelulosa (0,3 %) en el ojo para evitar la desecacion. Las
imagenes de alta resolucion y alto contraste de la retina se adquirieron in vivo con un oftalmoscopio de laser de
barrido confocal (Heidelberg Retina Angiograph, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemania) usando una
modificacion de los procedimientos descrito (Guo L, Salt TE, Maass A, Luong V, Moss SE, Fitzke FW, Cordeiro MF
(2006) Invest Ophthalmol Vis Sci 47: 626-633). De forma resumida, el diametro del orificio se redujo a 100 pm para
mejorar la resolucion axial y se aumenté la potencia del laser para mejorar la proporcion entre sefial y ruido. La
potencia medida en la pupila del ratén era de 1400 W a 488 nm. Se proporcioné al ratén una lentilla de contacto
planocéncava especialmente disefiada y se proporcion6 potencia éptica usando un objetivo de microscopio de 50
aumentos con una distancia de trabajo muy grande, que mejordé la potencia de resolucién 6ptica y permitio la
deteccion de estructuras microcapilares desde un tamafio de 3 ym de diametro. Se registraron cortes de imagenes
tomograficas en las que el plano axial se movia secuencialmente a intervalos de 15 uym, del humor vitreo a la
esclerotica y de central a periférico para visualizar la vasculatura retiniana deI plexo primario al plexo exterior. Todas
las secuencias de imagenes se capturaron a 8,9 Hz, campo de vision de 10°, y se digitalizaron en forma de archivos
de imagenes de 8 bites y 768 x 768 pixeles, que producia una resolucion de imagenes lateral de 1,2 um/pixel. La
resolucion axial medida en el ojo de ratén era de 5-8 um.

Las diferencias entre los animales cfh” y los de control con la misma edad en el numero de depdsitos
autofluorescentes subretinianos al nivel del RPE se analizaron aplicando la prueba t de Student no pareada a los
datos de las imagenes SPSS (Chicago, IL).

Histologia e inmunohistoquimica

De forma resumida, los anlmales se anestesiaron profundamente con ketamina y dormitor y después se perfundlo a
los ratones ratones cfh”’de diez semanas (n=6), 3 meses (n=3), 6 meses (n=3) 9 meses (n=3) y ratones cfh” de 1
afo de edad (n=6) con PBS 0,1 M, seguido de paraformaldehido al 4 % (en PBS 0,1 M, a pH 7,2). Se sacaron los
ojos y se introdujeron en paraformaldehido al 4 % antes de la crioproteccion en solucion de sacarosa al 30 % (en
tampon de PBS 0,1 M) y se dejé durante 24 h a 4 °C. El cristalino se elimind mediante una incisién en la cornea y los
ojos se congelaron rapidamente en compuesto OCT y se seccionaron a un grosor de 10 um para el analisis
inmunohistoquimico, véanse los detalles mas adelante. La retina neural y las coroides de los animales
selecmonados se separaron y se montaron planas de forma independiente. Se incubaron secciones oculares de
ratones cfh” (n=20) y ratones de control de la misma edad (n=20) se incubaron con anticuerpos primarios, (Tabla 5)
seguido de los anticuerpos secundarios conjugados con fluorescencia y DAPI para tefir los nucleos, véanse los
detalles mas adelante.

La inmunohistoquimica se realizd a temperatura ambiente y se llevd a cabo en secciones de criostato de 10 ym de
grueso de los ojos fijados en 4 % de paraformaldehido. Las secciones de retina se bloquearon durante 1 hora en
suero de burro normal al 5 % en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 0,1 M, a pH 7,4, con 0,3 % de Triton
X-100, y se incubo toda la noche con anticuerpos primarios, diluidos con suero de burro normal al 1 % en PBS 0,1 M
con 0,3 % de Triton X-100. Las diluciones de cada anticuerpo primario eran las que se describen mas adelante. La
exposicién a anticuerpo primario se continu6 con un lavado y, cuando era necesario, se conjugaron
fluorescentemente a anticuerpos secundarios apropiados (Santa Cruz, Biotechnology, Inc., anticuerpo de burro
contra sc-2099 de ratén en PBS con 0,3 % de Triton y 2 % de suero normal (dilucion 1:100, mismos diluyentes que
en los primarios) y los cortes se expusieron durante 2 horas, (FITC Santa Cruz, Biotechnology, Inc., anticuerpo de
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burro contra sc-2099 de ratén). Los controles negativos estaban constituidos por anticuerpo del mismo isotipo pero
sin relacion o se omitia el anticuerpo primario. Los nucleos se tifieron posteriormente con 0,5 ml de 4',6-diamidino-2-
fenilindol (1 pl de solucion madre de DAPI a 5 ml de PBS 0,1 M; Sigma-Aldrich) durante 1 minuto. Después los
cortes se lavaron varias veces con PBS 0,1 M seguido de cuatro lavados en solucion salina de tampoén Tris (a pH
7,4) y finalmente se montaron cubres de vidrio en VECTASHIELD (Vector Laboratories).

Los cortes se observaron y las imagenes se capturaron o bien en un microscopio confocal de barrido por laser (Leica
SP2; Leitz) a 8 bites/canal y 1024x1024 pixeles, o un microscopio de campo brillante para Epi-fluorescencia
(Olympus BX50F4, Olympus, Japén), donde los datos se capturaron en forma de imagenes a color de 24 bites a una
resolucion de 3840x3072 px usando una camara Nikon DXM1200 (Nikon, Tokio, Japon).

Anticuerpos primarios disponibles comercialmente

Se us6 C3 (anticuerpo de cabra contra raton conjugado con FITC, dilucion 1:100; ICN Biomedicals) para tefir los
cortes de retina a las diluciones que se indica.

Anticuerpos contra 3-amiloide que se usaron en este trabajo:

(1) Ab policlonal de conejo especifico para amiloide beta de roedor Covance SIG-39153, recomendado para
usar en cortes embebidos en parafina IHC a una dilucién de 1/250,

(2) Ab monoclonal de raton, (IgG2b), Calbiochem NE1002 (4G8) que reconoce tanto amiloide beta humano
como de ratén, recomendado para usar cortes embebidos en parafina IHC a una dilucién de 1/100 —
1/1000, (es necesario el pretratamiento con acido férmico),

(3) Ab policlonal de conejo Abcam ab2539 que reconoce tanto amiloide beta humano como de ratéon |,
recomendado para usar en cortes embebidos en parafina IHC a una diluciéon de 1/100, (requiere recuperar
el antigeno por medios térmicos antes del procedimiento de tincion IHC),

Anticuerpos secundarios disponibles comercialmente

Tabla 5: Anticuerpos secundarios disponibles comercialmente que se usaron en este trabajo

Ab de burro contra IgG de ratén con FITC Santa Cruz Biotech inc. | sc-2099 | 1:300
Ab de burro contra IgG de conejo con FITC Santa Cruz Biotech inc. | sc-2090 | 1:300
Fragmento de Ab de cabra contra IgG de raton Alexa Fluor 488 | Invitrogen A11017 | 1:2000

Deteccidon de depodsitos drusenoides en ratones cfh™.

Los depdsitos autofluorescentes pueden detectarse en la retina de ratones cfh” viejos. El lipido fluorescente, los
depositos de tipo drusenoide pueden detectarse primeramente aproximadamente a las 14 semanas de edad en los
ratones cfh” y su presencia aumenta con la edad y esta localizada en el espacio subretiniano (lado apical de RPE).
Estos depdsitos también estan presentes en los ratones de tipo silvestre, pero con un grado significativamente
menor. Por ejemplo, una imagen por c¢SLO de la retina de un ratén cfh” de 6 meses de edad identifica algunos
puntos blancos autofluorescentes en un fondo gris y estos pueden observarse en un frotis de retina in vitro para IHC
con aumentos de 10x y 40x, como depésitos autofluorescentes faciimente identificables en el canal verde (FITC).
Hay grandes variaciones en los espectros de emision de fluorescencia entre los depdsitos autofluorescentse, (no se
muestran datos).

Cuando los cortes de la retina de los ratones cfh 7 se examinan mediante autofluorescencia IHC, pueden observarse
depdsitos de tipo drusenoide asociados a los sitios de deposicidon de complemento C3 en el espacio subretiniano de
la parte apical de las células de RPE. Esto puede observarse en los ratones cfh” de 12 meses de edad (no se
muestran datos).

Analisis de ojos de ratones cfh " con Ab contra amiloide beta disponibles comercialmente.

Se usaron cortes disponibles comercialmente de cerebros de Alzheimer humano cuya tincion para AB dio positivo
(Abcam ab4582), para comprobar la reactividad cruzada de tres Ab contra amiloide beta disponibles comercialmente
que se muestran en la Tabla 6.

El procedimiento que se uso para ello era:
Para cortes de cerebro en parafina:

1. Xileno - 10 minutos
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2. 100 % de etanol - 8 minutos

3. 95 % de etanol - 5 minutos

4. Agua destilada - 5 minutos

5. Recuperacioén de antigenos;

- Ab2539 HIER con tampon de citrato

- NE1002(4G8) - 70 % de acido férmico

- SIG-39153

Para los cortes en parafina y congelados;

6. Lavar con PBS, 3 veces durante 5 minutos cada uno
7. Bloguear con 5 % de suero de burro normal durante 1 hora
8. Lavar brevemente con PBS

9. Aplicar anticuerpo primario a;

- Ab 2539 - 1:100

- NE1002 (4G8) - 1:200

- SIG-39153 - 1:250

Incubar toda la noche

10. Lavar con PBS, 3 veces a 5 minutos cada una

11. Aplicar anticuerpo secundario a

Para ab2539 — Ab sc-2090 1/100

Para NE1002 — Ab sc-2099 1/100

Para SIG-39153 - Ab sc-2090 1/100

Incubar durante 1 hora

12. Lavar con PBS, 3 veces durante 5 minutos cada uno
13. DAPI durante 1 minuto

12. Lavar con PBS, 3 veces

13. Lavar con TBS, 4 veces a 5 minutos cada una

14. Montar, colocar un cubreobjetos y sellar.

Tal y como se esperar, solo los anticuerpos primarios que podian reaccionar de forma cruzada con beta amiloide
humano (NE1002 [4G8], y ab2539), dieron una deteccién positiva de las placas de amiloide beta humanas en el
tejido de cerebro de Alzheimer humano (no se muestran datos).

Deteccion de amiloide beta en los ojos ratones cfh” viejos (>1 afio de edad) y de 10 semanas de edad
usando Ab disponibles comercialmente.

Tabla 6: Anticuerpos primarios contra amiloide beta que se usaron en este estudio

Anticuerpo policlonal de conejo contra beta | AbCam Ltd. ab2539 1:100
amiloide

mAb de ratén contra B-amiloide Calbiochem Inc. NE1002 1:100
Anticuerpo policlonal purificado contra AR de | Covance Inc. SIG-39153 1:100
roedor
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Se sigui6 el siguiente procedimiento:
1. Secar al aire los portaobjetos durante varias horas
2. Lavar 3 veces
3. Bloguear con 5 % de NDS durante 1 hora
4. Preparar los anticuerpos primarios de la Tabla 6 de la forma siguiente;
a. SIG39153 - 1:250
b. NE1002 (4G8) - 1:200
c. Ab2539 1:500
5. Lavar brevemente e incubar con los anticuerpos primarios toda la noche
6. Lavar 3 veces
7. Preparar los anticuerpos secundarios de la forma siguiente;
a. contra conejo con FITC
b. contra ratén con FITC
Incubar durante 1 hora
8. Lavar 3 veces
9. Aplicar DAPI durante 1 minuto
10. Lavar 3 veces con PBS
11. Lavar 4 veces con TBS
12. Montar, colocar un cubreobjetosy sellar

Se examind tejido ocular inicialmente fijado de ratones cfh” de la misma edad y controles compafieros de camada
de tipo silvestre, (C57BI/6) de 12-13 meses de edad usando los tres anticuerpo primarios contra B-amiloide
disponibles comercialmente, (Ab), descritos anteriormente. Cada Ab primario se detecté usando el Ab secundario
relevante marcado con fluorescencia. Para el Ab SIG39153, no fue posible detectar ninguna sefal en ninguno de los
tejidos, a pesar se seguir el protocol recomendado por el fabricante, (como en las muestras de cerebro descritas
anteriormente) ;no se muestran datos). Sin embarog, fue posible detectar amiloide beta especificamente en la retina
de ratones cfh™ viejos, (pero no en los compaferos de camada de tipo silvestre), usando los dos anticuerpos
primarios contra B-amiloide beta disponibles comercialmente. Un ejemplo de estos datos se muestran en la Figura 4,
en la que el panel (A) muestra tejido retiniano de un raton de tipo silvestre viejo y el panel (B) muestra tejido de un
ratén cfh” viejo ambos sondados con ab2539 como Ab primario; y el panel (C) muestra tejido retiniano de un raton
de tipo silvestre viejo y el panel (D) muestra tejido de un cfh” viejo ambos sondados con NE1002 (4G8) como Ab
primario. Los datos demuestran que amiloide-beta se deposita en torno a la membrana de Bruch especificamente en
ratones cfh” viejos. La senal positiva de reactividad cruzada de los anticuerpos contra amiloide beta depositado en
la interfaz entre el RPE / y la membrana de Bruch puede observarse en forma de una franja blanca intensa sefalada
por las flechas blancas de la Figura 4 (B) y (D). También pueden observarse algunos dep03|tos amiloides en el area
de la capa de las fibras nerviosas y las células ganglionares del ojo de los ratones cfh” por ejemplo, la sefal blanca
marcada con una flecha blanca en la parte superior de la Fig. 4 (B)

Posteriormente, se examind tejido ocular retiniano fijado de ratones cfh” de 10 semanas de edad y controles
compafieros de camada de tipo silvestre de la misma edad, (C57BI/6) usando anticuerpos primarios NE1002 (4G8) y
ab2539 contra 3-amiloide. De nuevo, el amiloide beta podia detectarse especificamente en la retina de los ratones
cfh”, pero no en los compafieros de camada de tipo silvestre (no se muestran datos) Los datos demuestran que la
dep05|0|on de amiloide beta se produce el 10 % de la retina en los ratones cfh” de 10 semanas de edad (n=3), (no
se muestran datos). La deposicion se produce principalmente en el lado basal de la capa epitelial del pigmento
retiniano (RPE) y aparece asociada a depdsitos laminares basales, (no se muestran datos). Obsérvese que la
deposicion de amiloide beta a las 10 semanas de edad es similar al tiempo en el que se deposita el ‘drusenoide’
autofluorescente, y los depdsitos de complemento C3 aparecen primero en el ratén cfh”’

Reactividad cruzada de 6F6 con amiloide beta en la retina de los ojos de ratones cfh”

Anticuerpos primarios que se usaron en este estudio.
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(i) Ab monoclonal 6F6 de raton, 1gG2a,

(ii) Ab monoclonal de ratén isotipo IgG2a de control, (reactivo del laboratorio especifico para el antigeno
citosina desaminasa,

(iii) Ab monoclonal de control de isotipo de ratén 1gG2a, kappa [MOPC-173], (ab18413, Abcam), clon
derivado de mieloma en Balb/c de especificidad desconocida

Se sigui6 el siguiente procedimiento:
1. Secar al aire los portaobjetos durante varias horas
2. Lavar con 1XPBS, 3 veces a 5 minutos cada una

3. Bloquear con 5 % de suero de burro normal en 0,3 % de Triton X-100 en PBS, incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente

4. Preparar el anticuerpo primario, diluyendo con 1 % de suero de burro normal en 0,3 % de Triton X-100 en PBS
a. monoclonal de ratén contra amiloide Beta 6F6i) — 1:1000, 1:2000 y 1:4000
b. IgG2a de ratén de control ii) 1:1000 ,1:2000 y 1:4000

Lavar brevemente

5. Aplicar el anticuerpo primario e incubar toda la noche a temperatura ambiente

Al dia siguiente;

1. Lavar con 1X PBS, 3 veces a 5 minutos cada una

2. Preparar los anticuerpos secundarios diluyendo en1 % de suero de burro normal en 0,3 % de Triton X-100 en PBS
a. Alexa Fluor 488 de cabra contra raton (1:2000)

Aplicar el anticuerpo secundario e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente

3. Lavar con 1 X PBS, 3 veces a 5 minutos cada uno

4. Aplicar DAPI, 1:5000 en PBS e incubar durante 1 minuto en un lugar oscuro

5. Lavar con 1 X PBS, 3 veces durante 5 minutos cada una

6. Lavar con 1XTBS, 4 veces a 5 minutos cada una

7. Montar con Vectashield, colocar un cubreobjetosy sellar.

Se examiné tejido ocular inicialmente fijado de ratones cfh” de la misma edad y controles compafieros de camada
de tipo silvestre, (C57BI/6) de 12-13 meses de edad como se describe anteriormente. Aunque aparecio reactividad
cruzada de 6F6 en un area similar de la retina a la que se detecté mediante los Ab contra amiloide beta comerciales,
se produjo una reactividad cruzada similar con el anticuerpo de control aunque parte de esto puede deberse a una
reactividad cruzada de ruido de fondo del Ab secundario solo. También pudo observarse alguna tincion de ruido de
fondo en las muestras de tipo silvestre.

Para resolver la tincién de fondo descrita anteriormente, se repitié el experimento, pero el anticuerpo secundario se
cambi6 de un Ab contra IgG de raton marcado con Alexa Fluor 488, a una molécula marcada con FITC. También el
anticuerpo primario de control se cambid a un control de isotipo (iii) disponible comercialmente.

El procedimiento que se uso para este experimento era:
Secar al aire los portaobjetos durante varias horas
Lavar con 1XPBS, 1 vez a 5 minutos

Bloquear con 5 % de suero de burro normal en 0,3 % de Triton X-100 en PBS, incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente

Preparar el anticuerpo primario, diluyendo con 1 % de suero de burro normal en 0,3 % de Triton X-100 en PBS

a) ab18413 contra IgG2a de ratén, Kappa 1:100
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Lavar brevemente

Aplicar el anticuerpo primario e incubar toda la noche a temperatura ambiente

Al dia siguiente;

Lavar con 1X PBS, 3 veces a 5 minutos cada una

Preparar los anticuerpos secundarios diluyendo en1 % de suero de burro normal en 0,3 % de Triton X-100 en PBS
b) Ab de burro contra ratén con FITC (1:300)

Aplicar el anticuerpo secundario e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente

Lavar con 1 X PBS, 3 veces a 5 minutos cada uno

Aplicar DAPI, 1:5000 en PBS e incubar durante 1 minuto en un lugar oscuro

Lavar con 1 X PBS, 3 veces durante 5 minutos cada una

Lavar con 1XTBS, 4 veces a 5 minutos cada una

Montar con Vectashield, colocar un cubreobjetosy sellar.

Un ejemplo de los datos con el procedimiento de tincion anterior se muestra en la Figura 5. El panel (A) muestra los
datos obtenidos usando 6F6 como primario a una dilucion de 1 en 4000 para tefir un corte de la retina de un ratén
cfh” viejo y el panel (B) muestra los datos obtenidos usando un control de isotipo (iii) como primario, (a una dilucion
p/v similar a la de 6F6), para tefir un corte de la retina de un raton cfh” viejo (control negativo de cfh™ comercial
marcado), y el panel (C) muestra los datos obtenidos usando 6F6 como primario a una dilucién de 1 en 4000 para
tefir un corte de la retina de un ratén de control de tipo silvestre de la misma edad y el panel (D) muestra los datos
obtenidos usando el control de isotipo (i) (control negativo de cfh” marcado) como primario a una dilucion de 1 en
4000 para tefiir un corte de la retina de un raton cfh” viejo.

Los datos confirman que 6F6 es capaz de detectar especificamente amiloide beta depositado en la retina de ratones
cfh”, (Fig. 5 A), no presentes en los ratones de tipo silvestre en de la misma edad, (Fig. 5 C). La especificidad de
6F6 se confirmd por la completa ausencia de tinciéon usando un control de isotipo disponible comercialmente como
primario, a una dilucién de p/v similar a la de 6F6, (Fig. 5 B). Los datos obtenidos usando otro anticuerpo de control
de isotipo del laboratorio (ii)) a una dilucién de 1 en 4000 (Fig. 5 D), sugirieron una tincion retiniana especifica en los
ratones cfh”". Sin embargo, esto puede explicarse por la especificidad de este anticuerpo del mismo isotipo dado que
la citosina desamlnasa es un marcador de la descomposicion celular que bien podria producirse en la retina de
ratones cfh” viejos. En retrospectiva esta no fue una eleccion apropiada para el control de un Ab especifico de
isotipo en este experimento.

Reactividad cruzada en el tiempo de amiloide en la retina de los ojos de ratén cfh™ a 6F6 y 4G8.

Se analizaron de forma similar ratones C57BI/6, (de tipo silvestre) y cfh” de la misma edad mediante
inmunohistoquimica en tiempos intermedios entre los de las 10 semanas y los 12 meses: 3 meses de edad (n=3) 6
meses de edad (n=3) y 9 meses de edad (n=3). El andlisis se realizdé usando o bien 6F6 o Calbiochem NE1002
(4G8) como anticuerpo de detec0|on primario. A los tres meses de edad podia observarse poca diferencia entre los
ratones de tipo silvestre y cfh™ a nivel macro. Sin embargo, para los seis meses de edad: era posible detectar
claramente depdsitos amiloides alrededor del borde de la membrana de Bruch y las células del epitelio pigmentario
retiniano (RPE) en los ratones cth ” pero no en los ratones de control de tipo silvestre de la misma edad, (no se
muestran datos). En el tiempo de los seis meses, la tincion usando 4G8 parecia cubrir todo el borde entre el RPE y
la BM, mientras que la tincion similar usando 6F6 como anticuerpo primario era mas puntual, (no se muestran
datos). En el tiempo de los seis meses de edad se observé una clara distincion por IHC del nivel de los depdsitos
amiloides en la retina de los ratones cfh™ comparada con la de los controles de tipo silvestre de la misma edad.

En resumen, los ratones cfh” representan un modelo rapido de amiloidosis en el ojo, especialmente en la retina y
esto podria estar muy relacionado con el modelo de fenotipo de ADM "seca". Los ratones representarian un buen
modelo para el analisis del efecto de los Ab terapéuticos contra amiloide beta como 6F6 para amiloide beta en la
retina.

Demostracion de la capacidad de 6F6 de interferir con la union de amiloide beta a factor de complemento I.

Los datos recientemente publicados que muestran la interaccion directa entre amiloide beta y el factor de
complemento |, (CFI), la "pareja" y el cofactor para el factor de complemento H, (CFH), (Wang, J. y col,, 2008),
podria ayudar a explicar la rapida deposicién de amiloide beta en la retina de los ratones cfh”. En ausencia de CFH,
amiloide beta seria libre de unirse a cualquier CFl "desemparejado” de la retina del ratéon (Wang, J. y col., 2008,
datos sin publicar). Para demostrar que el anticuerpo terapéutico contra B-amiloide, 6F6, o un equivalente
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humanizado podria interferir con la interaccion entre amiloide beta y CFl mediante la unién a amiloide beta; podria
realizarse una serie de experimentos similares a los descritos por Wang, J. y col., 2008. El efecto de la
preincubacion de 6F6 con preparaciones disponibles comercialmente de proteina amiloide beta, (por ejemplo del
Peptide Institute), sobre su capacidad de unirse a la proteina CFI disponible comercialmente, (Quidel Corporation),
en presencia y ausencia de proteina CFH disponible comercialmente, (Quidel Corporation) podria determinarse tal
como se ha descrito, (Wang, J. y col., 2008, paginas 716-717), y analizarse o bien mediante estudios de
coinmunoprecipitacion estandar y/o mediante analisis por BiaCore. De forma similar, podria determinarse la
capacidad del anticuerpo 6F6 de alterar un amiloide beta preformado: complejo de CFIl en presencia y ausencia de
CFH podria evaluarse mediante estudios de coinmunoprecipitacion y/o mediante analisis por BiaCore. De forma
similar, el efecto de la preincubacién de 6F6 con preparaciones disponibles comercialmente de proteina amiloide
beta, (por ejemplo del Peptide Institute), sobre su capacidad de afectar a la funcion de la proteina CFI disponible
comercialmente, (Quidel Corporation), en presencia y ausencia de proteina CFH disponible comercialmente, (Quidel
Corporation) podria medirse usando un ensayo de escision de C3b de complemento, (Quidel Corporation) tal como
se ha descrito, (Wang, J. y col., 2008, pagina 717), y analizarse mediante un SDS PAGE estandar. De forma similar,
podria determinarse la capacidad del anticuerpo 6F6 de alterar un amiloide beta preformado: complejo de CFI en
presencia de CFH y por lo tanto regenerar la funcién de escision de C3b al complejo de CFI/CFH tal como se ha
descrito, (Wang, J. y col., 2008, pagina 717), y analizarse mediante un SDS PAGE estandar.

Se sugiri6 que los resultados del estudio in vitro recientemente publicado apoyaban la hipétesis de que el amiloide
beta activa el sistema de complemento | del drusen bloqueando la funcién del factor de complemento | provocando
una inflamacién cronica de menor grado en los tejidos subretinianos; relacionando asi cuatro de los factores
asociados al desarrollo de la AMD: inflamacion, activacion de complemento, depdsito de amiloide beta y drusen,
(Wang, J.y col., 2008). Anteriormente nunca se habian documentado estos indicios directos del efecto de amiloide
beta en la activacién de la ruta de complemento alternativa puede potencialmente competir con el factor de H
alternativo por la unién al factor de complemento |, (Wang, J. y col., 2008). La interferencia con el efecto negativo de
amiloide beta sobre el aclaramiento de los componentes C3 de complemento mediante la administraciéon terapéutica
de un anticuerpo tal como 6F6 podria constituir un mecanismo de accidon novedoso para detener o invertir la AMD.

Deteccion de la deposicion de amiloide beta en ojos humanos viejos usando tinciéon con tioflavina T y
reactividad cruzada con 6F6.

Se obtuvieron muestras de tejido ocular de donante humano de Moorfields Eye Bank, Moorfields Eye Hospital,
Londres, Reino Unido. La primera muestra obtenida fue la de un hombre blanco de 65 afios de edad, (Moorfields
Eye Bank, Moorfields Eye Hospital, Londres, Reino Unido). Los ojos se fijaron y procesaron tal como se ha descrito
anteriormente y los cortes se sometieron a tincioén con tioflavina T, (Sigma T3516), usando un protocolo publicado
anteriormente, (Anderson y col., Exp Eye Res (2004), 78; 243-256; Levine, H, Methods in Enzymology (1999), 309;
274-284. Los datos de tincion con tioflavina T generados con el tejido ocular mostraron una sefial fluorescente de
amiloide beta unida a tioflavina T que podia observarse en forma de una tenue mancha blanca en torno a los
depdsitos laminares basales y Drusen en torno a la interfaz entre el RPE y la membrana de Bruch en la retina
exterior humana del tejido ocular.

Se obtuvieron muestras adicionales de tejido ocular de donante humano del Moorfields Eye Bank, Moorfields Eye
Hospital, Londres, Reino Unido, que incluian las de un hombre de 41 afios de edad y uno de 90 afios de edad. Estos
ojos de nuevo se fijaron y procesaron tal como se ha descrito anteriormente, pero esta vez, los cortes se sometieron
a tincién con 6F6 como anticuerpo primario y se visualizaron usando un anticuerpo secundario contra IgG de ratdn
conjugado con FITC, tal como se describe anteriormente. Aunque la muestra del ojo de 90 afios de edad habia
perdido la mayor parte de la retina durante el procesamiento, fue posible detectar reactividad cruzada de amiloide
por 6F6, en los segmentos exteriores del tejido que quedaba. Esta tincion no estaba presente ni en los segmentos
externos ni en la retina del ojo del hombre de 41 afios de edad. A los donantes humanos de tejido ocular no se les
habia diagnosticado formalmente AMD pero la presencia de grandes depdsitos laminares basales y también su
asociacion con amiloide beta sugiere con fuerza la etiologia de la AMD seca temprana en el tejido ocular tefiido con
tioflavina T del hombre de 65 afios de edad. Aunque en la muestra del ojo de 90 afios de edad el procesamiento del
tejido habia perdido la mayor parte de la retina, el hecho de que la reactividad cruzada de amiloide por 6F6 pudiera
detectarse en el resto del tejido pero no en ninguno de los segmentos exteriores ni en la retina del ojo de un hombre
de 41 afios de edad, (que se supone que es demasiado joven para presentar los sintomas de la AMD), es buen
presagio del uso de los anticuerpos de tipo 6F6 para la union al amiloide que se encuentra en los ojos humanos
viejos.

Clonacion de regiones variables de hibridomas
Secuencias de las regiones variables

Se extrajo el ARN total de todas las lineas celulares de los hibridoma y después se generaron secuencias de ADNc
de los dominios variables pesados y ligeros mediante transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR). El cebador directo para la RT-PCR era una mezcla de cebadores degenerados especificos para las
secuencias lider de los genes de las inmunoglobulinas y el cebador inverso era especifico para la regiones
constantes del anticuerpo, de forma que por ejemplo para 6F6 el isotipo IgG2a murino para la cadena pesada y
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kappa murino para la cadena ligera. Los cebadores se disefiaron de acuerdo con la estrategia que describen Jones
y Bendig (Bio/Technology 9:88, 1991). La RT-PCR se realizé por duplicado para ambas secuencias de la region V
para permitir la posterior verificacion de las secuencias de la regién V correctas. Se clonaron los productos de la
region V generados por RT-PCR (Invitrogen TA Cloning Kit) y se obtuvieron los datos de las secuencias.

Secuencia de aminoacidos de Vi de 6F6 (SEC ID N°: 19)

EVQLQQSGAELVEPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRIDPENGETIYTPKFQDKATLTVDTSSNT
AYLQLSSLTSEDAAVYYCVSSGYWGQGTTLTVSS

Secuencia de ADN de V4 de 6F6 (SEC ID N°: 20)

GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGGAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTT
CTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATGTGCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGA
AGGATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTATATATACCCCGAAATTCCAGGACAAGGCCACTTTGACAGTAGACACA
TCATCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACGCTGCCGTGTACTATTGTGTTAGTTC
GGGCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 6F6 (SEC ID N°: 21)

DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQPPQLLIYQMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 6F6 (SEC ID N°: 22)

GATATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGCAAGAGTCTCCTACATAGGAATGGCATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGCCTCCTCAA
CTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCACTAGCAGTGGGTCAGGAACTGA
TTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de V4 de 2C1 (SEC ID N°: 31)

EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRIDPENGETIYAPKFQDKATLTVDTSSNT
AYLQLSSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQGTTLTVSS

Secuencia de ADN de Vy de 2C1 (SEC ID N°: 32)

GAGGTTCAGCTACAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTT

CTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATGTGCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGA
AGGATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTATATATGCCCCGAAATTCCAGGACAAGGCCACTTTGACAGTAGACACA
TCATCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGTTAGTTCG
GGCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V. de 2C1 (SEC ID N°: 33)

DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 2C1 (SEC ID N°: 34)

GATATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGTAAGAGTCTCCTACATAGGAATGGCATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAG
CTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCACTAGCAGTGGGTCAGGAACTGA
TTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de Vi de 2E11 (SEC ID N°: 35)

EVQLQQSGAEVVKPGASVKLSCTASGFNIKVYYIHWLKQLTEQGLEWIGRIDPENGETKYVPKFQGKATLTVDTSSNT
AYLHLSSLTSEDTGVYYCVTSGYWGQGTTLTVSS

Secuencia de ADN de V4 de 2E11 (SEC ID N°: 36)

GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGGTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTT
CTGGCTTCAACATTAAAGTCTACTATATCCACTGGTTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTAGAATGGATTGGAA
GGATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTAAGTATGTCCCGAAATTCCAGGGCAAGGCCACTTTAACAGTAGACACAT
CCTCCAACACAGCCTACCTGCACCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGGCGTCTATTACTGTGTTACCTCG
GGCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
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Secuencia de aminoacidos de V| de 2E11 (SEC ID N°: 37)

DIVMTQAAFSNPVALGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTL
RISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 2E11 (SEC ID N°: 38)

GATATTGTGATGACGCAGGCTGCATTCTCCAATCCAGTCGCTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGTAAGAGTCTCCTACATAGTAATGGCATCACTTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAG

CTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCAGTAGCAGTGGGTCAGGAACTGA

TTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de V4 de 4D4 (SEC ID N°: 39)

EVQLQQSGAELVEPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRIDPENGETLYTPKFQGKATLTVDTSSNT
AYLQLNSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQGTSLTVSS

Secuencia de ADN de V4 de 4D4 (SEC ID N°: 40)

GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGGAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTT
CTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATGTTCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGA
AGGATTGATCCTGAGAATGGTGAAACTCTATACACCCCGAAATTCCAGGGCAAGGCCACTTTGACAGTAGACAC
ATCATCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCAACAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGTTAGTTC
GGGCTACTGGGGCCAAGGCACCTCTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V. de 4D4 (SEC ID N°: 41)

DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 4D4 (SEC ID N°: 42)

GATATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGCAAGAGTCTCCTACATAGGAATGGCATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAG
CTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCACTAGCAGTGGGTCAGGAACTGA
TTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de V4 de 5C9 (SEC ID N°: 43)

EVQLQQSGAEFVRPGASVKLSCTASGFNIKTYYIHWLKQRTDQGLEWIGRIDPEDGETKFGPKFRGKATLTADTSSNT
ASLQLSSLTSEDTGVYYCVTSGYWGQGTTLSVSS

Secuencia de ADN de V4 de 5C9 (SEC ID N°: 44)

GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGTTTGTGAGGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTATCCTGCACAGCTT

CTGGCTTCAACATTAAAACCTACTATATACACTGGCTGAAACAGAGGACTGACCAGGGCCTGGAGTGGATTGGA

AGGATTGATCCCGAGGATGGTGAAACTAAATTTGGCCCGAAATTCCGGGGCAAGGCCACTTTAACAGCAGACAC
ATCCTCCAACACAGCCTCCCTACAACTCAGCAGTCTGACATCTGAGGACACTGGCGTCTATTACTGTGTTACCTC
GGGCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCTCAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V. de 5C9 (SEC ID N°: 45)

DIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTL
RISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 5C9 (SEC ID N°: 46)

GATATTGTGATGACGCAGGCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCCTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGTAAGAGTCTCCTACATAGTAATGGCATCACTTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAG
CTCTTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCAGTAGCAGTGGGTCAGGAACTGA
TTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de V4 de 5D1 (SEC ID N°: 47)

EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRIDPENGETKYAPKFQDKATLTVDTSSN
TAYLHLSSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQGTTLTVSS

43



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 525704 T3

Secuencia de ADN de V4 de 5D1 (SEC ID N°: 48)

GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTT
CTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATGTGCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGA
AGGATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTAAATATGCCCCGAAATTCCAGGACAAGGCCACTTTGACAGTAGACACA
TCCTCCAATACAGCCTACCTTCACCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGTTAGTTCG
GGCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V. de 5D1 (SEC ID N°: 49)

DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 5D1 (SEC ID N°: 50)

GACATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGTAAGAGTCTCCTACATAGGAATGGCATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAG
CTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCACTAGCAGTGGGTCAGGAACTGA
TTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTATTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTG

GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de Vi de 14B3 (SEC ID N°: 51)

EVQLQQSGAELVEPGASVKLSCTGSGFNIKVYYVHWLKQLTEQGLEWIGRIDPENGETLYTPKFQGKATFTVDTSSN
TAYLQLSSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQGTTLTVSS

14B3 Secuencia de ADN de V4 de (SEC ID N°: 52)

GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGGAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGGTT
CTGGCTTCAACATTAAGGTCTACTATGTTCACTGGCTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGA
AGGATTGATCCTGAGAATGGTGAAACTCTATATACCCCGAAATTCCAGGGCAAGGCCACTTTTACAGTAGACACA
TCATCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTGTTAGTTCG
GGCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 14B3 (SEC ID N°: 53)

DIVMTQSAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFTSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 14B3 (SEC ID N°: 54)

GATATTGTGATGACGCAGTCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGCAAGAGTCTCCTACATAGGAATGGCATCACCTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAG
CTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCACTAGCAGTGGGTCAGGAACTGA
TTTCACTCTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de Vi de 16D4 (SEC ID N°: 55)

EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDYYMHWLKQLTEQGLEWIGRIDPENGETQYAPKFQGKASLTADTSSN
TAYLHLSSLTSEDTAVYYCVSSGYWGQGTTLTVSS

Secuencia de ADN de V4 de 16D4 (SEC ID N°: 56)

GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTT
CTGGCTTCAACATTAAAGACTACTATATGCACTGGTTGAAGCAGTTGACTGAGCAGGGCCTGGAATGGATTGGA
AGGATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTCAATATGCCCCGAAATTCCAGGGCAAGGCCTCTTTAACAGCAGACACA
TCCTCCAACACAGCCTACCTTCACCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTACTGTGTTAGTTCG
GGCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos de V| de 16D4 (SEC ID N°: 57)

DIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTL
RISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V| de 16D4 (SEC ID N°: 58)

GATATTGTGATGACGCAGGCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGTAAGAGTCTCCTACATAGTAATGGCATCACTTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAG
CTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTTCAGTAGCAGTGGGTCAGGAACTGA
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TTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) estan subrayadas en las secuencias de aminoacidos.
Clonacion y expresion de la quimera 6F6

5 Se genero un anticuerpo quimeérico 6F6 (6F6c) constituido por las regiones V murinas progenitoras injertadas en una
IgG1 humana para la cadena pesada o regiones C kappa humanas para la cadena ligera para expresar el material
de anticuerpo recombinante que podria usarse para confirmar la correcta clonacién de las regiones V murinas
funcionales. El ADN que codifica las regiones V de la cadena pesada y ligera de 6F6 murino y una secuencia de
sefial murina (Kabat y col. "Sequences of Immunological Interest”, NIH, 1991, Quinta edicion, p3.0 95VNP'CL) se

10 clonaron en marco en los vectores de expresion de mamifero RLD-bshe (para la cadena pesada) y RLN-bshe (para
la cadena ligera) que contiene regiones constantes humanas (Fc de IgG1 inactivado o C kappa humana,
respectivamente). Mediante la introduccion de un sitio de clonacion adecuado, la secuencia de aminoacidos de FR4
(region estructural 4 (secuencia de la region V después de CDR3 y antes del primer dominio constante)) de la
secuencia de aminoacidos de Vi se cambié de TTLTVSS como se muestra en la SEC ID N° 19 a TLVTVSS.

15 Elementos del vector de expresion RLD-bshe para expresion de la cadena pesada:

Pares de bases Descripcion del segmento de ADN
0-1014 Promotor (SV40/RSV)

1015 - 2442 Cadena pesada de anticuerpo

2443 - 2765 Poli A

2766 - 3142 Promotor de BG

3239 - 3802 DHFR

3803 - 4162 Poli A

4163 - 6322 Estructura total

5077 - 5937 (hebra complementaria)  Beta lactamasa

(la posicién de los elementos y el tamafio global del vector que se proporciona anteriormente son Gnicamente con
fines ilustrativos y dependen del tamario del inserto de las cadenas de anticuerpos)

20 Elementos del vector de expresion RLN-bshe para expresion de la cadena ligera:

Pares de bases Descripcion del segmento de ADN
0-1014 Promotor (SV40/RSV)

1015 - 1731 Cadena ligera de anticuerpo

1732 - 2051 Poli A

2388 - 2764 Promotor de BG

2774 - 3568 Neomicina

3569 - 3876 Poli A

3877 - 6063 Estructura total

5077 - 5937 (hebra complementaria) Beta lactamasa

(la posicién de los elementos y el tamafio global del vector que se proporciona anteriormente son Gnicamente con
fines ilustrativos y dependen del tamario del inserto de las cadenas de anticuerpos)
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Se identificaron los clones con las secuencias de V4 y Vi correctamente clonadas y se prepararon los plasmidos
para la expresion en células CHO. El anticuerpo 6F6c expresado se purificé del sobrenadante del cultivo celular
mediante cromatografia con proteina A en un sistema de FPLC, y después se analizd para determinar su union a A
mediante ELISA y SPR usando tecnologia Biacore™. Los resultados indicaban que se habian clonado y expresado
las regiones V de raton de 6F6 correctas produciendo un anticuerpo funcional con caracteristicas similares al
anticuerpo murino progenitor 6F6.

Estrategia de humanizacion de la cadena pesada

Para la secuencia de la cadena pesada variable de ratén de 6F6 se selecciond una estructura receptora de linea
germinal humana (IGHV1-24, SEC. ID. N° 13) que tenia un 58 % de identidad (incluyendo las CDR) con la
secuencia variable de la cadena pesada de 6F6 de raton (SEC ID N° 19) junto con el minigen JH4 (Kabat:
YFDYWGQGTLVTVSS (SEC ID N° 15)). Los primeros cuatro restos de los restos del minigen JH4 entran en la
region CDR3 que se sustituye por la CDR entrante del anticuerpo donante.

Se generd un conjunto de 34 variantes de cadena pesada variable humanizadas basandose en la comparacion de
las secuencias y en el posible impacto sobre la funcién del anticuerpo. Las CDR de la cadena pesada de 6F6 murino
(usando la definicién de Kabat) (SEC. ID. N°: 1, 2 y 3) se injertaron en la estructura receptora humana seleccionada
anteriormente. Se disefid un nimero de variantes de cadena pesada variable que comprendian las sustituciones a
dos a quince posiciones elegidas de entre las posiciones 1, 5, 13, 24, 27, 28, 29, 30, 37, 40, 41, 48, 66, 67, 69, 71,
75, 76, 93 y 94 (numeracion segun Kabat) (Tabla 7). Las posiciones 93 y 94 inmediatamente adyacentes a la
definicion de Kabat de la CDRH3 se incluyeron en todas las variantes estudiadas.

Tabla 7 Lista de contramutaciones de Vi investigadas

Numeraciéon Kabat del resto Resto en la estructura humana | Resto correspondiente en 6F6
(IGHV1-24 donante) murino

13

24

27

Zl M ® m O m

28

29

30

~

37

40

=S |

41

48

66

67

69

71

75

76

93

A > o 4 m oz <| o 2 o B o< 4 | 4 <] <] X <

0 < Z o < X

94
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Estrategia de humanizacion de la cadena ligera

Para la secuencia de la cadena ligera variable de ratén de 6F6 se seleccion6é una estructura receptora de linea
germinal humana (IGKV2-28) que tenia un 79 % de identidad (incluyendo las CDR) con la secuencia variable de la
cadena pesada de 6F6 de raton (SEC ID N°: 21) junto con la region J kappa 1 (Kabat: WTFGQGTKVEIK) basandose
en la similitud de las secuencia. Los primeros dos restos de los restos del minigen JK-1 entran en la regién de CDR3
y son idénticos a los dos ultimos restos de la CDR3 de la cadena ligera de 6F6 de ratén.

Las CDR de la cadena ligera de 6F6 murino (usando la definicion de Kabat) (SEC. ID. N°: 4, 5y 6) se injertaron en la
estructura receptora humana seleccionada anteriormente proporcionando una cadena ligera injertada recta variable
LO. Ademas se generd un conjunto de 13 variantes de cadena ligera variable humanizadas basandose en la
comparacion de las secuencias y en el posible impacto sobre la funcién del anticuerpo. Se disefiaron las variantes
de la cadena ligera variable humanizada se variantes que comprendian sustituciones en de una a cuatro posiciones
que se elegian de entre las posiciones; 8, 11, 43, 63, 64, 100 y 104 (numeracién segun Kabat) (Tabla 8).

Tabla 8 Lista de contramutaciones de V| investigadas

Numeraciéon Kabat del resto Resto en la estructura humana | Resto correspondiente en 6F6
(IGHV1-24 donante) murino
8 P A
11 L N
43 S P
63 S T
64 G S
100 Q (JK-1) G
104 V (JK-1) L

Construccion de ADN de cadena pesada y ligera humanizado

Se sintetizaron regiones V humanizadas de novo mediante construccién con oligos superpuestos y por amplificacion
mediante PCR o por mutagénesis dirigida al sitio usando variantes existentes como plantilla. Se incluyeron los sitios
de restriccion para la clonacion en los vectores de expresion de mamifero RLD-bshe y RLN-bshe y una secuencia de
sefial murina (Kabat y col. "Sequences of Immunological Interest”, NIH, 1991, Quinta edicion, p3.0 95VNP'CL). Los
productos de la PCR que codificaban las regiones V humanizadas junto con las secuencias de sefial y los sitios de
restriccién se clonaron después en marco en los vectores de expresidon de mamifero: se clonaron variantes de
cadena pesada en RLD-bshe para generar ADN que codificaba cadenas pesadas mutadas de Fc de IgG1 humana
de longitud completa; se clonaron variantes de cadena ligera en marco en el ADN que contenia RLN-bshe que
codificaba la region constante kappa humana generando ADN que codificaba cadenas ligeras kappa humanas de
longitud completa.

Ejemplos representativos de expresion de combinaciones de anticuerpos de cadenas pesadas y ligeras
humanizadas

Se transfectaron células CHOK1 de forma transitoria a pequefia escala inicialmente para evaluar las combinaciones
de construcciones de ADN de cadenas pesadas y ligeras humanizadas y en placas de 6 pocillos. Las células
CHOK1 se pasaron en DMEM F12, con 5 % de suero bovino fetal con IgG ultra reducida y glutamina 2 mM a
confluencia en placas de 6 pocillos. Las células confluentes se transfectaron con un total de 7,5 ug de ADN: 30 ug
de lipido de transfeccion (para un lipido adecuado véase el documento W0O2006/053783) en medio Optimem
Glutamax (Invitrogen). Las células transfectadas se incubaron a 37 °C con 5 % de COy. A las 72 horas se

recolectaron los sobrenadantes y se analizaron para determinar la concentracion de 6 pocillos y después se
analizaron para determinar su unién a AR humano mediante ELISA.

Los anticuerpos humanizados también se expresaron a gran escala mediante cotransfeccion de plasmidos de RLD y
RLN que codificaban las cadenas pesadas y ligeras en células CHO mediante electroporacion. Se seleccioné una
poblacién policlonal estable de células que expresaban el anticuerpo apropiado usando un medio sin nucleésidos. El
anticuerpo se recupero y se purificd a partir del sobrenadante mediante FPLC con columnas de ProSepA HiTrap.

Evaluacion de variantes de V4 humanizadas en un ELISA de unién de B-amiloide

Se evaluaron 34 variantes de V4 humanizadas expresadas a pequefia escala en cultivos de 6 pocillos para
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determinar su union al péptido AB (1-40) humano. Las 34 cadenas pesadas se analizaron combinadas con la cadena
ligera L2 (véase la Tabla 8 a continuacion). Algunas combinaciones con L2 si expresaron el material de anticuerpo
pero no se unieron a B-amiloide 1-40 y por lo tanto no pudieron generarse valores de CE50 para estas
combinaciones. Cuando fue posible generar valores de CE50, estos diferian entre los experimentos pero variaban
desde un aumento de aproximadamente 30 veces en los valores de CE50 a valores idénticos cuando se
comparaban con el valor de CE50 de la construccion quimérica usando las regiones V de 6F6 murino contenidas en
cada experimento como referencia. Los restos 93 y 94 inmediatamente adyacentes a la definicion de Kabat de
CDRH3 se mantuvieron en todas las variantes humanizadas. Las posiciones 27-30 que pueden considerarse, en
términos estructurales, parte de CDRH1 (Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196(4): 901-917) proporcionaron una
mejor union cuando se contramutaron que las sustituciones en 93 y 94 solas. Era necesaria una contramutacion en
los dos restos 24 y 37 juntos para proporcionar una unioén potente, sin cualquiera de estos dos restos, las variantes
humanizadas no se unian de forma eficaz al péptido AB (1-40) en este formato de ELISA y cuando se combinaban
con la cadena ligera L2. La Tabla 9 muestra las mejores variantes de V4 humanizadas en términos de propiedades
de unidn a amiloide basandose en la combinacion con la cadena ligera L2.

Tabla 9 Variantes de VH humanizadas seleccionadas

Variante | Numeracion
de VH | segun 1|5 (13|24 |27 |28 29|30 |37 |40 |41 |48 |66 |67 |69 |71 |75 |76 | 93| 94
huma- Kabat
nizada
6F6 E|Q]|E G | F N | K L L T | K | A L \% S N |V S
IGHV1-24 Q|V |K |V Y | T L T vV | A P M | R |V M | E T D |A|T
H11 - - E G F | N | K L L - | K | A L \% - - \% S
H21 - - - G F | N | K L L - - - - - - - - \% S
H23 - - - G F | N | K L - - - - - - - - \% S
H24 - - - G F | N | K L - - - - - - - S N |V S
H25 - - - G F | N | K L - - | - - L - - - \% S
H26 - - - G F | N | K L - - | - - L - S - \% S
H27 - - E G F | N | K L - - - K | A |- \% - - \% S
H28 - - E G F | N | K L - - - K | A L \% - - \% S
H29 - - - G F | N | K L - - - K | A L \% - - \% S

quiere decir que el resto no sufri6 cambios a partir de la secuencia de la estructura receptora IGHV1-24
Evaluacion de variantes de VL humanizadas en un ELISA de unién de B-amiloide

Se evaluaron variantes de LO y V| humanizadas expresadas a pequefia escala en cultivos de 6 pocillos para

determinar su unién al péptido AR (1-40) humano. Todas las variantes se analizaron combinadas con H11. La Tabla
10 resume todas las variantes de V|_funcionales generadas.

Tabla 10 Variantes de V| humanizadas seleccionadas

Variante de | Numeraciéon | 8 11 |43 |63 |64 | 100 | 104
VL segun
humanizada Kabat

6F6 A N P T

IGKV-2-28 P L S S G Q V

)

L2 - - - [- [s [- [-

L3 - - [P [- [- - [-
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(continuacion)

Variante de | Numeracién | 8 11 |43 |63 | 64 | 100 | 104
VL segun
humanizada | Kabat

6F6 A N P T

IGKV-2-28 | P L S S G |Q \Y
L4 - - - T - - -
LS - |- |- |- |- |6 L
L6 - - P T - G L
L7 - - P - S - -
L8 - - P T - - -
L9 - N - - S - -
L10 A |- - - S - -
L11 - - - - S G -
L12 - N P - - - -
L13 A |- P - - - -
L14 - - P - - G -

Las mejores combinaciones de Vi de las variantes de cadenas pesadas H11 con las cadenas ligeras L2 y L9, L10,

L12 y L13 se examinaron con mas cuidado. Para estos experimentos se us6 material de anticuerpo purificado
generado en células CHO en suspensidon. Los resultados de dos experimentos independientes con dos
concentraciones de recubrimiento diferentes del péptido AR (1-40) se muestran mas adelante en la Tabla 11.

Tabla 11 Valores de CE50 para la union de las variantes humanizadas al péptido AB (1-40)

0,1 pg/ml AB 1-40 0,5 uyg/ml Ag 1-40 | 0,1 pg/ml AB 1-40 0,1 pg/ml AB 1-40

Exp 1 Exp 1 Exp 2 Exp 3
6F6c 0,085 (pred) + 0,009 0,06 + 0,003 0,043 £ 0,002 0,048 +0,003
H11L2 0,205 + 0,008 0,119 £ 0,005 0,102 + 0,004 0,068 +0,004
H11L9 0,09 £ 0,009 0,061 £ 0,002 0,051 £ 0,002 0,04 +0,002
H11L10 0,148 + 0,004 0,071 £ 0,002 0,054 + 0,002 0,056 +0,001
H11L12 0,189 + 0,011 0,06 + 0,003 0,055 + 0,003 0,058 0,002
H11L13 0,224 + 0,008 0,064 + 0,002 0,056 + 0,002 0,061 +0,002

Las concentraciones se refiere al péptido AR que se usé para recubrir las placas de microtitulacion; los valores que
se muestran son de pocillos duplicados y se muestra el ET para cada par.

ELISA competitivo para determinar la unién a B-amiloide 1-40 humano en soluciéon

Se evaluaron 6F6c y los anticuerpos humanizados H11L2, H11L9, H11L10, H11L12 y H11L13 para determinar su
capacidad de unirse al péptido AB1-40 en solucién e inhibir la interaccion del péptido AB1-40 humano con anticuerpo
monoclonal de ratén 6F6 en un ELISA competitivo. Se preincubd una concentracién constante de -amiloide 1-40
biotinilado con cantidades diluidas en serie de variantes humanizadas del anticuerpo 6F6. Después se anadi6 la
mezcla que incluye amiloide en complejos y libre a los pocillos que contenian anticuerpo monoclonal de ratéon 6F6
inmovilizado y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y después se
detectd la cantidad de B-amiloide libre que todavia estaba disponible para unirse al anticuerpo monoclonal 6F6
progenitor inmovilizado usando conjugado de estreptavidina-HRP.
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La Tabla 12 muestra los valores de CI50 de esta competicion para dos experimentos independientes usando
material de anticuerpo purificado. Todas las variantes humanizadas fueron capaces de competir eficazmente para
unirse al anticuerpo monoclonal 6F6 progenitor con valores de CI50 muy similares.

Tabla 12: Valores de CI50 para la competicion de variantes humanizadas en su unioén a B-amiloide 1-40
humano con anticuerpo monoclonal 6F6 mediante ELISA

Exp 1 Exp 2

Variante CI50 pg/ml Error tipico CI50 pg/ml Error tipico
humanizada

6F6¢C 0,566 0,027 0,451 | £0,013
H11L2 0,862 0,024 0,578 | £ 0,024
H11L9 0,588 0,018 0,518 | £ 0,028
H11L10 0,622 0,041 0,519 | £0,016
H11L12 0,561 0,025 0,549 | £0,018
H11L13 0,616 0,015 0,531 | £0,023

Cinética de la union de variantes humanizadas determinada mediante un ensayo de resonancia de plasmoén
superficial

Se determind la afinidad de las combinaciones de cadenas pesadas y ligeras usando un aparato Biacore T100. Se
realizaron tres experimentos independientes usando anticuerpo humanizado inmovilizado mediante chips Biacore
con superficie de proteina A e inyeccion de péptidos -amiloide 1-40. La molécula quimérica de 6F6 sirvio de
molécula de referencia. Para esto se inmovilizd Proteina A sobre un chip CM5 mediante acoplamiento de amina
primaria de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se capturaron anticuerpos contra B-amiloide sobre
esta superficie y después de un periodo de estabilizacion se hizo pasar B-amiloide 1-40 humano a concentraciones
de 256-2 nM en diluciones a la mitad. Se us6 una inyeccién de tampoén sobre la superficie del anticuerpo capturado
como doble referencia del conjunto de datos de acuerdo con la mejor practica Biacore. Las condiciones de
regeneracion ligeramente acidas elegidas eliminaron el anticuerpo pero no afectaron significativamente la capacidad
de la superficie de Proteina A de realizar otro evento de captura. El trabajo se realizé en HBS-EP a 25 °C. Los
resultados se resumen en la Tabla 13 en términos de la media de los tres experimentos.

Tabla 13 Datos de afinidad y cinética para variantes de anticuerpo humanizado purificadas seleccionadas

Construccién de anticuerpo KD media [nM] ET
6F6cC 3,74 1,20
H11L2 9,57 2,31
H11L9 4,91 1,25
H11L10 5,57 1,66
H11L12 6,95 2,34
H11L13 7,41 2,39
Los datos muestran la KD media y el ET de tres experimentos independientes

Mapeo detallado de los epitopos del anticuerpo humanizado H11L9

Se realizd un mapeo detallado del epitopo de unién minimo del anticuerpo humanizado monoclonal H11L9 usando el
lector de placas SRU BIND (SRU Biosytems). Se generaron tres conjuntos de péptidos, basandose en una
secuencia de 18 aminoacidos para el mapeo detallado del epitopo: a) un conjunto de péptidos barridos con alanina
para el que 10 de los restos 27-37 se sustituyeron consecutivamente con un resto alanina; b) un conjunto de
péptidos truncados en el extremo N en el que se eliminaba sucesivamente un resto del extremo N del péptido 18-
mero empezando a partir del resto 23 y c¢) un conjunto de péptidos truncados en el extremo C en el que se eliminaba
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sucesivamente un resto del extremo C del péptido 18-mero empezando a partir del resto 40.

Todos los péptidos se generaron en el siguiente formato; Biotina-enlazador de SGSG-PEPTIDO-amida, el enlazador
se alargaba cuando era necesario para asegurar que todos los péptidos eran 22-meros.

Se lavé una placa biosensora recubierta con estreptavidina (SRU Biosytems ) con PBS y se centrifugd boca abajo
para eliminar el tampon y después se lavd con PBS, 0,1 % de tween20 y 0,4 % de acetonitrilo y se centrifugd boca
abajo para eliminar el tampodn residual. Los pocillos se volvieron a suspender en 100 ul de PBS, 0,1 % de tween20 y
0,4 % de acetonitrilo y se leyeron en el lector de placas SRU para establecer los valores iniciales. Después se
eliminaron 50 ul del tampdn y se afadieron 50 ul de péptido diluido y se dejoé que se unieran. La placa después se
lavé con PBS dos veces y después se volvié a suspender en 100 ul de PBS y se volvieron a medir los valores
iniciales. Una vez se hubieron establecido los valores iniciales, se eliminaron 50 ul de tampén y se afadio H11L9 y
un anticuerpo de control a una concentracion final de 30 ug/ml. Se control6 la unién de los anticuerpos. Las placas
se lavaron dos veces con PBS y se volvieron a suspender en 100 ul de PBS, y las placas se volvieron a medir y se
referenciaron de nuevo a la adiciéon de anticuerpo para buscar moléculas con enlace débil que pudieran eliminarse
mediante la etapa de lavado. Se tomaron los niveles de union de la placa lavada y se analizaron para determinar la
union de los anticuerpos al conjunto de diversos péptidos.

La delecion en el extremo N de la region no mostré efectos sobre la unién cuando se eliminaron los restos D23 a
N27 de forma secuencial. La delecién de K28 provocé una reduccion de la unién en mas del 50 % pero la delecion
de los restos G29 a A30 no redujo mas la union. La delecion del resto 131 y mas alla suprimié totalmente la unién.
Esto definié la frontera del extremo N que requeria K28 para la unién completa. La delecién en el extremo C de la
region no mostré efectos sobre la unidon cuando se eliminaron los restos V40 a L34 de uno en uno. Sin embargo, la
union se suprimid completamente al eliminar la posicion G33 y mas alla. Esto definid la frontera del extremo C que
requeria al menos el resto G33 para la unién. Por lo tanto, los datos de la delecion en los extremos N y C tomados
junto mapearon de forma detallada H11L9 al epitopo minimo KGAIIG, restos 28-33, en el péptido B-amiloide. Esto
confirma el mapeo de péptidos superpuestos anterior de los epitopos con anticuerpo monoclonal 6F6 pero la
eliminacion del resto M35 parecidé provocar un descenso en la seial de unién con 6F6.

El barrido de sustitucion con alanina de los restos N27 a G37 mostré que la sustitucion de los aminoacidos 132 y en
particular G33 con alanina tenia el mayor impacto sobre la union. Estos datos también confirmaron los datos de
delecion del extremo C anteriores en los que G33 parecia ser crucial para la union de este anticuerpo. Los
resultados se resumen en la Tabla 14 en forma esquematica.

Tabla 14 Resumen esquematico del mapeo detallado de los epitopos para H11L9

37 39

N de residuo en beta amiloide
Aminoacido D \ G S N K
Barrido con alaninas

Truncado en el extremo N >
Truncado en el extremo C >

23 |24 |25 |26 |27 |28 (29 |30 |31 |32 |33 |34 |35
G (A I | G |L M

<|8
2] |
<|&

Resto no investigado en el conjunto de péptidos

Ningun impacto sobre la union (similar a de un 18-mero completo)
Unidn reducida

La eliminacion del resto provoca pérdida de la union

No fue posible evaluar

Desinmunizacién del anticuerpo humanizado H11L9

Se realizd una evaluacion in vitro de los potenciales epitopos en células Th y se sustituyeron restos seleccionados
de la secuencia de aminoacidos de los los dominios de la cadena pesada variable y de la cadena ligera variable
(SEC ID N°: 24 y SEC ID N°: 26 respectivamente) por restos alternativos para destruir estos epitopos a la vez que se
mantenia la funcionalidad. Las posiciones 23, 30, 31, 38, 42, 61 y 95 para Vh y los restos 11, 30, 52 y 53 para VL se
sustituyeron con los aminoacidos alternativos que se muestran en las Tablas 15 y 16 para cada posicion.
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Tabla 15 Sustituciones de aminoacidos seleccionadas en H11 de Vh humanizada

Variante Numeracion | 23 | 30 | 31 | 38 | 42 | 61 95
humanizada | segun
de Vh Kabat

H11 K K Vv R G P S

H36 T (- |- |- [- |- |-

H37 - A - - - - T-

H38 - - T - [- - T-

H39 - - - 1a [- - T-

H40 - - |- [- [E [- [-

H41 - - - - - Q[

H42

H43 T

o O
o O

H44 T

H
H
H45 - H [T

H46 T |H

H47 T |- |- |-

H48 - R T

H49 - - [T |-

H50 T H -

mf m| mf m m
1
1

H51 - H T -

Tabla 16 Sustituciones de aminoacidos seleccionadas en L9 de V. humanizada

Variante de | Numeracion | 11 | 30 | 52 | 53
VL segun
humanizada Kabat

L9 N I S N

L15 - K - -
L16 - - D |-
L17 - - - H
L18 L K D H
L19 - K D H
L20 - - D H
L21 - K D -
L22 - K |- H
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Las regiones V se sintetizaron mediante construcciéon con oligos superpuestos y amplificacion por PCR tal como se
describe anteriormente o mediante mutagénesis dirigida al sitio usando las variantes H11 y L9 de cadena pesada y
ligera como plantillas. Se incluyeron los sitios de restriccion para la clonacién en los vectores de expresion de
mamifero RLD-bshe y RLN-bshe y una secuencia de sefial murina (Kabat y col. "Sequences of Immunological
Interest”, NIH, 1991, Quinta edicién, p3.0 95VNP'CL). Los productos que que codificaban las regiones V modificadas
se clonaron después en los vectores de expresion de mamifero: se clonaron variantes de cadena pesada en RLD-
bshe con el promotor pEF para generar ADN que codificaba cadenas pesadas mutadas de Fc de IgG1 humana de
longitud completa; se clonaron variantes de cadena ligera en marco en el ADN que contenia RLN-bshe con el
promotor pEF que codificaba la region constante kappa humana generando ADN que codificaba cadenas ligeras
kappa humanas de longitud completa.

Inicialmente, se expresaron variantes nuevas de Vh H36-H44 y se evaluaron combinadas con la cadena ligera L9 y
se expresaron y evaluaron nuevas variantes de VL L15-L18 combinadas con la cadena pesada H11. Los anticuerpos
expresados se analizaron para determinar su unién a beta amiloide 1-40 sintético usando el sobrenadante de cultivo
de expresion y analisis por ELISA y Biacore. Después de esta evaluacion, se combinaron los cambios Unicos que
mejor mantenian la potencia de unién generando construcciones de cadenas pesada y ligera H45-H51 y L19-L22.
Estas nuevas variantes de las cadenas se expresaron de nuevo combinadas con las cadenas emparejadas H11y L9
tal como se describe anteriormente. Para este segundo conjunto de variantes, se combinaron las mejores cadenas
pesadas (H48-H51) o ligeras (L19-L21) entre si para generar un tercer conjunto que de nuevo se expresd e
investigd mediante Biacore para determinar la cinética de la uniéon a beta amiloide 1-40. La Tabla 17 muestra esas
combinaciones y la cinética de union

Tabla 17: Conjunto seleccionado de construcciones desinmunizadas humanizadas y cinética de unién

(Biacore)
Construcciones ka kd KD (nM)
H48L19 1,47T4E+5 4,643E-4 3,15
H49L19 1,549E+5 4,780E-4 3,09
H50L19 1,333E+5 3,682E-4 2,76
H51L19 1,405E+5 3,717E-4 2,65
H48L20 1,024E+5 2,065E-4 2,02
H49L20 9,967E+4 2,223E-4 2,23
H50L20 8,486E+4 2,122E-4 2,50
H51L20 9,646E+4 2,149E-4 2,23
H48L21 1,453E+5 2,922E-4 2,01
H49L21 1,405E+5 3,621E-4 2,58
H50L21 1,232E+5 2,671E-4 2,17
H51L21 1,383E+5 2,840E-4 2,05
H11L9 (sup) 1,019E+5 2,517E-4 2,47
H11L9 (pur) 1,013E+5 2,490E-4 2,46
Quimera 6F6 (pur) 1,815E+5 1,809E-4 1,00

Procedimiento Biacore que se usé para determinar la cinética de unién

El anticuerpo contra IgG humana (Biacore BR-1008-39) se acoplé sobre un chip biosensor CM5 mediante
acoplamiento de amina primaria. Los anticuerpos contra beta amiloide se capturaron sobre esta superficie. Después
se hizo pasar beta amiloide (1-40) a 256, 64, 16, 4 y 1 nM, usando 0 nM (es decir, se hizo pasar tampodn solo sobre
la superficie del anticuerpo capturado) como referencia doble. Entre cada inyeccion de amiloide, la superficie se
regenerd usando MgCl, 3 M, esto elimind el anticuerpo capturado pero no afectd significativamente a la capacidad
de la superficie contra la proteina humana de capturar anticuerpos en andlisis posteriores. Los datos se analizaron
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usando el modelo 1:1 inherente a la T100. El experimento se realiz6 a 25 °C y 37 °C usando HBS-EP como tampdén
para el experimento.

A partir de este conjunto, se evaluaron también algunas construcciones para determinar la cinética de su unién a
temperatura fisiolégica. La Tabla 18 muestra la cinética de union de un subconjunto de estas construcciones a 37
°C

Tabla 18: Subconjunto seleccionado de construcciones de la Tabla 17 evaluadas para determinar la cinética
de union a 37 °C (Biacore)

Construccion ka kd KD (nM)
H48L20 3,080E+5 1,091E-3 3,54
H50L20 2,704E+5 9,466E-4 3,50
H51L20 2,670E+5 1,037E-3 3,89
H48L21 3,776E+5 1,017E-3 2,69
H50L21 3,503E+5 9,463E-4 2,70
H51L21 3,384E+5 9,817E-4 2,90
H48L17 2,839E+5 1,340E-3 4,72
H49L17 3,439E+5 1,448E-3 4,21
H11L9 (sup) 2,970E+5 8,592E-4 2,89
H11L9 (pu) 3,261E+5 1,015E-3 3,11

Secuencias de aminoacidos de las regiones V de las estructuras receptoras y variantes humanizadas

Region V de la estructura receptora de la cadena pesada de IGVH1-24, secuencia de aminoacidos (SEC ID N°:
13)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLEWMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTMTEDTS
TDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT

ADN de la region V de la estructura receptora de la cadena pesada de IGVH1-24 (SEC ID N°: 14)

CAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGTTT
CCGGATACACCCTCACTGAATTATCCATGCACTGGGTGCGACAGGCTCCTGGAAAAGGGCTTGAGTGGATGGG

AGGTTTTGATCCTGAAGATGGTGAAACAATCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCGAGGACA
CATCTACAGACACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAACA

Secuencia de aminoacidos de la region V de la estructura receptora de la cadena ligera de IGKV2-28 (SEC ID
N°: 16)

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCMQALQTP

ADN de la region V de la estructura receptora de la cadena ligera de IGKV2-28 (SEC ID N°: 17)

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTC
TAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAACTATTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCAC
AGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACA
GATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTCTACAAACT
CCT

Secuencia de ADN de la region variante V de la cadena pesada humanizada de H11 (SEC ID N°: 23)

CAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGGAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGGTT
CCGGATTCAACATTAAGGTCTACTATGTGCACTGGCTGCGACAGCTTCCTGGAAAAGGGCTTGAGTGGATCGGA
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AGGATTGATCCTGAAAATGGTGAAACTATATATACCCCGAAATTCCAGGACAAGGCCACCTTGACCGTAGACACA
TCTACAGACACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGTTAGTTC
GGGCTACTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante V de la cadena pesada humanizada de H11 (SEC ID N°: 24)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIKVYYVHWLRQLPGKGLEWIGRIDPENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDT
AYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQGTLVTVSS

Secuencia de ADN de la region variante V de la cadena ligera humanizada de L9 (SEC ID N°: 25)

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCAATCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTC
TAGCAAGAGTCTCCTACATAGGAATGGCATCACCTATTTGTATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACA
GCTCCTGATCTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTAGCAGTGGATCAGGCACAG
ATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCGCTCAAAATCTAGAACTTT
GGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos de la region variante V de la cadena ligera humanizada de L9 (SEC ID N°: 26)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQGTKVEIK

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de H11 maduro (SEC ID N°: 27)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIKVYYVHWLRQLPGKGLEWIGRIDPENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDT
AYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGA
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de L9 maduro (SEC ID N°: 28)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

ADN de la cadena pesada de H11 optimizado (SEC ID N°: 29)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGG
CAGCGGCTTCAACATCAAAGTGTACTACGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGGAAAGGGCCTGGAGTGGATT
GGCAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAGGACAAGGCCACCCTGACCGTG
GACACCAGCACCGACACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCG
TGAGCAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGAGCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGT
TCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACT
TCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACAAGCGGGGTGCACACCTTCCCCGCCGTGC
TGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAA
GACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCTGCCCCTGAACTGGCCGGAGCCCCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAG
CCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGAC
CCTGAGGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGGGAGGAA
CAGTACAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAAT
ACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCC
CAGGGAACCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCTCCCGGGACGAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGT
CTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACA
AGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGAGCCG
GTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGC
CTGAGCCTGTCCCCCGGCAAG

ADN de la cadena ligera de L9 optimizado (SEC ID N°: 30)

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCAATCCCGTGACTCCCGGCGAGCCCGCCTCAATCAGCTGCAGGA
GCAGCAAGAGCCTGCTGCACAGGAACGGCATCACCTACCTGTACTGGTATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCC
CCAGCTGCTGATCTACCAGATGTCCAACCTGGCCAGCGGCGTGCCCGACCGGTTCTCTAGCAGCGGAAGCGGC
ACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAGGGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGCGCCCAGAACCTGG
AGCTCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAACGTACGGTGGCCGCCCCCAGCGTGTTCATCTT

CCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGG
GAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAG
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GACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGG
TGTACGCCTGTGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena pesada de H48 (SEC ID N°: 59)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIHVYYVHWLRQLPEKGLEWIGRIDPENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDT
AYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQGTLVTVSS

Secuencia de ADN de la region variante V de la cadena pesada de H48 (SEC ID N°: 60)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGG
CAGCGGCTTCAACATCCACGTGTACTACGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGAGAAGGGCCTGGAGTGGATT
GGCAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAGGACAAGGCCACCCTGACCGTG
GACACCAGCACCGACACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCG
TGAGCAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena pesada de H49 (SEC ID N°: 61)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIKTYYVHWLRQLPEKGLEWIGRIDPENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDT
AYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQGTLVTVSS

Secuencia de ADN de la region variante V de la cadena pesada de H49 (SEC ID N°: 62)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGG
CAGCGGCTTCAACATCAAAACCTACTACGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGAGAAGGGCCTGGAGTGGATT
GGCAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAGGACAAGGCCACCCTGACCGTG
GACACCAGCACCGACACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCG
TGAGCAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena pesada de H50 (SEC ID N°: 63)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCTGSGFNIHVYYVHWLRQLPEKGLEWIGRIDPENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDT
AYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQGTLVTVSS

Secuencia de ADN de la region variante V de la cadena pesada de H50 (SEC ID N°: 64)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCACCGG
CAGCGGCTTCAACATCCACGTGTACTACGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGAGAAGGGCCTGGAGTGGATT
GGCAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAGGACAAGGCCACCCTGACCGTG
GACACCAGCACCGACACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCG
TGAGCAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena pesada de H51 (SEC ID N°: 65)

QVQLVQSGAEVKEPGASVKVSCKGSGFNIHTYYVHWLRQLPEKGLEWIGRIDPENGETIYTPKFQDKATLTVDTSTDT
AYMELSSLRSEDTAVYYCVSSGYWGQGTLVTVSS

Secuencia de ADN de la region variante V de la cadena pesada de H51 (SEC ID N°: 66)

CAGGTGCAGCTCGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAAGAACCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGG
CAGCGGCTTCAACATCCACACCTACTACGTGCACTGGCTGAGGCAGCTGCCCGAGAAGGGCCTGGAGTGGATT
GGCAGGATCGACCCCGAGAACGGCGAGACCATCTACACCCCCAAGTTCCAGGACAAGGCCACCCTGACCGTG
GACACCAGCACCGACACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGGTCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCG
TGAGCAGCGGGTATTGGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena ligera de L19 (SEC ID N°: 67)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGKTYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMDHLASGVPDRFSSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQGTKVEIK

Secuencia de ADN de la region variante de la cadena ligera de L19 (SEC ID N°: 68)

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCAATCCCGTGACTCCCGGCGAGCCCGCCTCAATCAGCTGCAGGA
GCAGCAAGAGCCTGCTGCACAGGAACGGCAAGACCTACCTGTACTGGTATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCC
CCAGCTGCTGATCTACCAGATGGACCACCTGGCCAGCGGCGTGCCCGACCGGTTCTCTAGCAGCGGAAGCGG
CACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAGGGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGCGCCCAGAACCTG
GAGCTCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAA

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena ligera de L20 (SEC ID N°: 69)
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DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMDHLASGVPDRFSSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQGTKVEIK

Secuencia de ADN de la region variante de la cadena ligera de L20 (SEC ID N°: 70)

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCAATCCCGTGACTCCCGGCGAGCCCGCCTCAATCAGCTGCAGGA
GCAGCAAGAGCCTGCTGCACAGGAACGGCATCACCTACCTGTACTGGTATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCC
CCAGCTGCTGATCTACCAGATGGACCACCTGGCCAGCGGCGTGCCCGACCGGTTCTCTAGCAGCGGAAGCGG
CACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAGGGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGCGCCCAGAACCTG
GAGCTCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAA

Secuencia de aminoacidos de la region variante de la cadena ligera de L21 (SEC ID N°: 71)

DIVMTQSPLSNPVTPGEPASISCRSSKSLLHRNGKTYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMDNLASGVPDRFSSSGSGTDFTL
KISRVEAEDVGVYYCAQNLELWTFGQGTKVEIK

Secuencia de ADN de la region variante de la cadena ligera de L21 (SEC ID N°: 72)

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCAATCCCGTGACTCCCGGCGAGCCCGCCTCAATCAGCTGCAGGA
GCAGCAAGAGCCTGCTGCACAGGAACGGCAAGACCTACCTGTACTGGTATCTGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCC
CCAGCTGCTGATCTACCAGATGGACAACCTGGCCAGCGGCGTGCCCGACCGGTTCTCTAGCAGCGGAAGCGG
CACCGACTTCACCCTGAAGATCAGCAGGGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGCGCCCAGAACCTG
GAGCTCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAA
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia definida en la SEC ID N°:
65 y un dominio V| que tiene la secuencia definida en la SEC ID N°: 71.

2. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la reivindicacion
1.

3. Una composicion farmacéutica que comprende un activcuerpo tal como se define en la reivindicacion 1y un
inhibidor de la via de complemento o un activador de la via de complemento.

4. Un anticuerpo terapéutico tal como se revindica en la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de una
enfermedad relacionada con péptido B-amiloide.

5. Uso de un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 1 en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de una enfermedad relacionada con péptido B-amiloide.

6. Un anticuerpo para su uso tal como se reivindica en la reivindicacion 4 o un uso tal como se reivindica en la
reivindicacion 5, en los que la enfermedad relacionada con péptido B-amiloide es enfermedad de Alzheimer,
degeneracion macular senil (AMD), glaucoma o formacién de cataratas dependiente de -amiloide.

7. Un anticuerpo para su uso tal como se reivindica en la reivindicacion 4 o un uso tal como se reivindica en la
reivindicacion 5, en los que el anticuerpo es administrado en combinacién con un inhibidor de la via de complemento
o un inhibidor de un activador de la via de complemento.

8. Un anticuerpo para su uso o el uso tal como se revindica en la reivindicacion 7 o una composicion
farmacéutica tal como se reivindica en la reivindicacion 3, en los que el inhibidor de la via de complemento es un
factor de complemento H, (CFH) o un receptor de complemento 1 soluble, (sCR1).

9. Un anticuerpo para su uso o el uso tal como se revindica en la reivindicacion 7 o una composicién
farmacéutica tal como se reivindica en la reivindicacion 3, en los que el inhibidor de un activador de la via de
complemento es un factor de complemento D, (CFD).

10. Un procedimiento de produccién de un anticuerpo tal como se reivindica en la reivindicacion 1,
comprendiendo el procedimiento la expresion de un polinucleétido que codifica el anticuerpo en una célula huésped.
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Figura 1
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Figura 4
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Figura 5
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