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DESCRIPCION
Anticuerpos humanizados para amiloide beta
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a métodos y composiciones para la diagnosis y al uso de estas
composiciones en métodos de tratamiento de amiloidosis, un grupo de trastornos y anormalidades
asociadas con proteina amiloide tal como enfermedad de Alzheimer.

La amiloidosis no es una entidad de enfermedad individual sino mas bien un grupo diverso de procesos
progresivos de enfermedad caracterizados por depdsitos extracelulares en tejido de una proteina cerosa,
tipo almidon, llamada amiloide, que se acumula en uno o mas 6érganos o sistemas corporales. Conforme
se acumulan los depositos amiloides, empiezan a interferir con la funcién normal del érgano o sistema
corporal. Hay al menos 15 tipos diferentes de amiloidosis. Las formas principales son amiloidosis primaria
sin antecedente conocido, amiloidosis secundaria después de alguna otra condicion y amiloidosis
hereditaria.

La amiloidosis secundaria se presenta durante la infeccién crénica o enfermedad inflamatoria, tal como
tuberculosis, una infeccion bacteriana llamada fiebre mediterranea familiar, infecciones 6seas
(osteomielitis), artritis reumatoide, inflamacién del intestino delgado (ileitis granulomatosa), enfermedad de
Hodgkin, y lepra.

Los depdsitos amiloides incluyen componte amiloide P (pentagonal) (AP), una glicoproteina relacionada
con amiloide P de suero (SAP) normal, y glicosaminoglicanos sulfatados (GAG), carbohidratos complejos
de tejido conjuntivo. Las fibrillas de proteina amiloide, que dan cuenta de aproximadamente 90% del
material amiloide, comprenden uno de varios tipos diferentes de proteinas. Estas proteinas son capaces
de plegarse en las llamadas fibrillas de hoja “beta-plegada”, una configuracién Unica de proteina que
exhibe sitios de unién para rojo Congo que da resultado las propiedades Unicas de tincion de la proteina
amiloide.

Muchas enfermedades del envejecimiento se basan en o estdn asociadas con proteinas tipo amiloide y se
caracterizan, en parte, por la acumulacion de depositos extracelulares de material amiloide o tipo amiloide
gue contribuyen a la patogénesis asi como al progreso de la enfermedad. Estas enfermedades incluyen
trastornos neurolégicos tal como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia por cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés); complejo Parkinson-
Demencia de Guam. Otras enfermedades que se basan en o estan asociadas con proteinas tipo amiloide
son pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld-Jacob, enfermedad
de Parkinson, demencia relacionada a VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), Diabetes de Comienzo en
Adultos; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otros, incluyendo degeneracién macular.

Aunque la patogénesis de estas enfermedades puede ser diversa, sus depositos caracteristicos contienen
frecuentemente muchos constituyentes moleculares compartidos. A un grado significativo, esto puede ser
atribuible a la activacion local de rutas pro-inflamatorias que conducen de este modo al depdsito concurrente de
componentes activados de complemento, reactivos de fase aguda, inmunomoduladores, y otros mediadores
inflamatorios (McGeer y colaboradores, 1994).

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno neurolégico que se piensa que esta provocado
principalmente por placas amiloides, una acumulaciéon de depdsito normal en proteinas en el cerebro. El
tipo mas frecuente de amiloide encontrado en el cerebro de individuos afectados se compone
principalmente de fibrillas de Ag. La evidencia cientifica demuestra que un incremento en la produccion y
acumulacion de proteina beta-amiloide en las placas conduce a muerte de células nerviosas, lo que
contribuye al desarrollo y progreso de la AD. La pérdida de células nerviosas en areas cerebrales
estratégicas, a su vez, provoca reduccion en los neurotransmisores y deterioro de la memora. Las
proteinas principalmente responsables de la acumulacion de placas incluyen la proteina precursora
amiloide (APP) y dos presenilinas (presenilina | y presenilina Il). La escisién secuencial de la proteina
precursora amiloide (APP), que se expresa y cataboliza constitutivamente en la mayoria de las células,
por las enzimas B y y secretasa conduce a la liberacién del péptido de AB de 39 a 43 aminoacidos. La
degradacion de las APP incrementa igualmente su propension a agregarse en placas. Es especialmente
el fragmento AB (1-42) que tiene una alta propension de acumulaciéon de agregados debido a dos residuos
de aminoacido muy hidréfobos en su C-término. El fragmento AR (1-42) se cree por lo tanto que esta
comprendido principalmente y es responsable del inicio de la formacién de placas neuriticas en la AD y
tiene, por lo tanto, un alto potencial patolégico. Por lo tanto, existe la necesidad de agentes para la
prevencion de la formacion de placas amiloides y para difundir las placas existentes en la AD.

Los sintomas de la AD se manifiestan lentamente y el primer sintoma sélo puede ser amnesia moderada.
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En esta etapa, los individuos pueden olvidar eventos recientes, actividades recientes, los nombres de
personas o cosas familiares y no pueden ser capaces de solucionar problemas matematicos simples.
Conforme progresa la enfermedad, son mas facilmente percibidos los sintomas y llegan a ser
suficientemente serios para provocar que la persona con AD o los miembros de su familia busquen ayuda
médica. Los sintomas de etapa intermedia de la AD incluyen olvido de como hacer tareas simples tal
como aseo, Yy problemas de desarrollo con el habla, entendimiento, lectura o escritura. Los pacientes con
AD de etapa tardia pueden llegar a estar ansiosos o agresivos, pueden apartarse del hogar y finalmente
necesitan cuidado completo.

Actualmente, la Unica manera definitiva de diagnosticar AD es identificar las placas y enmarafiamientos
en el tejido cerebral en una autopsia después de la muerte del individuo. Por lo tanto, los doctores sélo
pueden hacer una diagnosis de AD “posible” o “probable” en tanto que aln esta viva la persona. Usando
los métodos actuales, los facultativos pueden diagnosticar AD de forma correcta hasta en el 90 por ciento
de las veces usando varias herramientas para diagnosticar AD “probable”. Los facultativos hacen
preguntas acerca de la salud general de la persona, problemas médicos anteriores y la historia de
cualquier dificultad que la persona tenga para llevar a cabo las actividades diarias. Las pruebas
conductuales de memoria, solucién de problema, tensién, contabilidad y lenguaje proporcionan
informacién de la degeneracion cognitiva y las pruebas médicas tal como las pruebas de sangre, orina, o
fluido espinal, y exploraciones cerebrales proporcionan alguna informacién adicional.

El manejo de la AD consiste de tratamientos basados en medicamento y no basados en medicamento.
Los tratamientos que tuvieron como finalidad cambiar el curso subyacente de la enfermedad (retraso o
inversion del progreso) han sido hasta ahora en su mayor parte no exitosos. Las medicinas que restauran
el déficit (defecto), o mal funcionamiento, en los mensajeros quimicos de las células nerviosas
(neurotransmisores), en particular los inhibidores de colinesterasa (ChEI) tal como tacrina y rivastigmina,
se han mostrado que mejoran los sintomas. Los ChEIl impiden la degradacién enzimatica de los
neurotransmisores, incrementando de este modo la cantidad de mensajeros quimicos disponibles para
transmitir las sefiales de los nervios en el cerebro.

Para algunas personas en las etapas temprana e intermedia de la enfermedad, los farmacos tacrina
(COGNEX®, Morris Plains, NJ), donepezil (ARICEPT®, Tokyo, JP), rivastigmina (EXELON®, East
Hanover, NJ), o galantamina (REMINYL®, New Brunswick, NJ) pueden ayudar a prevenir algunos
sintomas de que se empeoren durante un tiempo limitado. Otro farmaco, la memantina (NAMENDA®,
Nueva York, NY), se ha aprobado para tratamiento de AD moderada a severa. También estan disponibles
medicamentos para afrontar las manifestaciones psiquiatricas de la AD. También, algunas mediciones
pueden ayudar al controlar los sintomas conductuales del AD tal como insomnio, agitacion, vagabundeo,
ansiedad y depresion. El tratamiento de estos sintomas hace frecuentemente a los pacientes mas
confortables y hace su cuidado més facil a los enfermeros. Desdichadamente, a pesar de los avances
significativos en el tratamiento que muestra que esta clase de agentes es consistentemente mejor que un
placebo, la enfermedad continla progresando, y el efecto promedio en el funcionamiento mental sélo ha
sido modesto. Muchos de los farmacos usados en el medicamento de AD tal como por ejemplo, los ChElI
también tienen efectos secundarios que incluyen disfuncion gastrointestinal, toxicidad hepatica y pérdida
de peso.

Otra enfermedad que se basa en o esta asociada con la acumulacion y depdsito de proteina tipo amiloide
es la degeneracion macular.

La degeneracion macular es una enfermedad ocular comUn que provoca deterioro de la macula, que es el
area central de la retina (el tejido tipo hoja delgada en la parte posterior del ojo donde las células
sensibles a la luz envian sefales visuales al cerebro). La vision aguda, clara, “directa” se procesa por la
macula. El dafio de la macula da por resultado el desarrollo de puntos de ceguera y vision borrosa o
distorsionada. La degeneracion macular relacionada a la edad (AMD) es una causa principal de deterioro
visual en los Estados Unidos de América y para personas de mas de 65 afios es la causa principal de
ceguera legal entre los caucasicos. Aproximadamente 1.8 millones de Americanos con edad de 40 afios o
mayores tienen AMD avanzada, y otros 7.3 millones de personas con AMD intermedia estan en riesgo
sustancial de pérdida de visién. El gobierno estima que en 2020 habra 2.9 millones de personas con AMD
avanzada. Las victimas de AMD frecuentemente se sorprenden y frustran en encontrar que tan poco se
conoce acerca de las causas y tratamiento de esta condicion segadora.

Hay dos formas de degeneracion macular: degeneracion macular seca y degeneracion macular himeda.
La forma seca en la cual las células de la macula empiezan a descomponerse lentamente, se diagnostica
en 85 por ciento en los casos de degeneracion macular. Ambos ojos se afectan usualmente por AMD,
aunque un ojo puede perder la visidn en tanto que el otro o0jo permanece sin afectar. Los granulos, que
son depésitos amarillos bajo la retina son signos tempranos comunes de la AMD seca. El riesgo de
desarrollar AMD seca avanzada o AMD hdmeda se incrementa conforme se incrementa el nimero o
tamafio de los granulos. Es posible que la AMD seca avance y provoque pérdida de vision sin volverse a
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la forma himeda de la enfermedad; sin embargo, también es posible que AMD seca de etapa temprana
cambie subitamente a la forma himeda.

La forma himeda, aunque sélo da cuenta del 15 por ciento de los casos, da por resultado 90 por ciento
de la ceguera y se considera AMD avanzada (ni hay etapa temprana o intermedia de AMD humeda). La
AMD hudmeda siempre se precede por la forma seca de la enfermedad. Conforme se empeora la forma
seca, algunas personas empiezan a tener crecimiento normal de vasos sanguineos detras de la macula.
Estos vasos son muy fragiles y fugaran fluido y sangre (por lo tanto la degeneracién macular “hiumeda”),
que provoca dafio rapido a la macula.

La forma seca de la AMD frecuentemente provocara de forma inicial vision ligeramente borrosa. Ejemplos
de vision en particular entonces puede llegar a ser borroso y esta region crece mas grande conforme
progresa la enfermedad. No se perciben sintomas si so6lo se afecta un ojo. En la ADM hameda, las lineas
rectas pueden parecer onduladas y puede presentarse de forma rapida la pérdida de vision central.

La diagnosis de la degeneracion macular comprende tipicamente un examen de ojo dilatado, prueba de
agudeza visual, y una vista de la parte posterior del ojo usando un procedimiento llamado fundoscopia
para ayudar a diagnosticar AMD, y si se sospecha de AMD humeda, también se puede realizar la
angiografia con fluoresceina. La ADM seca alcanza las etapas avanzadas, no hay tratamiento actual para
impedir la pérdida de vision. Sin embargo, una férmula especifica de alta dosis de antioxidantes y zinc
puede retrasar o prevenir la AMD intermedia de que progrese a la etapa avanzada. La MacugenMR
(inyeccion de pegaptanib sddico), la fotocoagulacion con laser y la terapia fotodindmica pueden controlar
el crecimiento normal de los vasos sanguineos y el sangrado en la macula, lo que es (til para algunas
personas que tienen AMD himeda; sin embargo, la visién que se perdié ya no se restaurard por estas
técnicas. Si se pierde la vision, existen ayudas de baja vision que pueden ayudar a mejorar la calidad de
vida.

Uno de los signos mas tempranos de la degeneracion macular relacionada a la edad (AMD) es la
acumulacién de depdsitos extracelulares conocidos como granulos entre la lamina basal del epitelio
pigmentado retinal (RPE) y la membrana de Bruch (BM). Los estudios recientes llevados a cabo por
Anderson et al., han confirmado que los granulos contienen amiloide beta. (Experimental Eye Research
78 (2004) 243-256).

La investigacion actual continta con estudios que exploran factores ambientales, genéticos y dietéticos
gue pueden contribuir a la AMD. También se estan explorando nuevas estrategias de tratamiento, que
incluyen trasplante de células retinales, farmacos que impediran o desaceleraran el progreso de la
enfermedad, terapia de radiacién, terapias génicas, un chip de computadora implantada en la retina que
puede ayudar a estimular la vision y agentes que impediran el crecimiento de nuevos vasos sanguineos
bajo la macula.

Un factor importante considerard cuando se desarrollan nuevos farmacos en la facilidad de uso para los
pacientes objetivo. La distribucion de farmacos orales, especificamente tabletas, cdpsulas y geles
blandos, da cuenta de 70% de todas las formas de dosis consumidas debido a la conveniencia por los
pacientes. Los desarrolladores de farmacos estan de acuerdo en que los pacientes prefieren distribucién
oral en lugar de someterse por si mismo a inyecciones u otras formas mas invasivas de administracion
medicinal. También son preferibles las formulaciones que dan por resultado intervalos de baja dosificacién
(es decir, una vez al dia o liberacion sostenida). La facilidad de administrar antibiéticos en formas orales
de dosis da por resultado un incremento del acatamiento del paciente durante el tratamiento.

Lo que se necesita son métodos y composiciones efectivas para prevenir o afrontar las complicaciones
asociadas con la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de
placas amiloides que incluyen amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada a la edad que incluyen,
pero no se limita a, trastornos neuroldgicos tal como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia por
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés);
complejo de Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan en o estan
asociadas con proteinas tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis mdltiple;
enfermedad de Creutzfeld-Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada a VIH, ALS (esclerosis
lateral amiotréfica), Diabetes de Comienzo en Adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y
otros, que incluyen degeneracion macular. En particular lo que se necesita son agentes capaces de
contrarrestar las manifestaciones fisiolégicas en enfermedad, tal como la formacion de placas asociadas
con agregacion de fibras de péptidos amiloides o tipo amiloide.

Se reportaron anticuerpos anti-amiloide producidos por la inoculacion de Apia2 mezclado con el
adyuvante completo o incompleto de Freund, para reducir la carga amiloide en ratones transgénicos para
enfermedad humana de Alzheimer (Schenk y colaboradores, 1999). La inoculacién intraperitoneal de A 1.
16 tetrapalmitoilado reconstituido en liposomas a ratones transgénicos NORBA produjo titulos significativos
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de anticuerpos anti-amiloide, que se reportaron que solubilizan fibras amiloides y placas amiloides in vitro
e in vivo (Nicolau y colaboradores, 2002).

Un posible mecanismo por el cual se presenté la disolucién de placas y fibras amiloides fue sugerido
primero por Bard y colaboradores, (2000), quienes concluyeron que los anticuerpos opsonizan las placas,
gue se destruyeron de manera subsiguiente por los macréfagos de la microglia. De Mattos y
colaboradores, (2001) indicaron que un mAb dirigido contra el dominio central del S-amiloide fue capaz de
unirse y secuestrar completamente el amiloide plasmatico. Argumentaron que la presencia de estos mAb
en la circulacién cambio el equilibrio del AR entre el cerebro y el plasma, favoreciendo la depuracion
periférica y el catabolismo en lugar del depdsito dentro del cerebro.

La terapia humana prolongada con anticuerpos de roedor puede dar por resultado una respuesta anti-
globulina que es detectable a aproximadamente 8-12 dias después de la administracién y alcanza un pico
a aproximadamente 20-30. Si se encuentra esta respuesta anti-globulina el tratamiento se debe
descontinuar después de no mas de aproximadamente 10 dias y usualmente se impide el re-tratamiento
en una fecha posterior debido a que conducird a comienzo rapido de una respuesta secundaria anti-
globulina. Aunque los anticuerpos de roedor comparten un grado considerable de conservacion de
secuencia con aquella de los anticuerpos humanos, hay muchas diferencias de secuencia entre los
anticuerpos de roedor y de humano, suficientes para que los anticuerpos de roedor sean inmungénicos a
los humanos.

Este problema se puede llegar a superar al generar anticuerpos directamente en humanos o por la
creacion de “humanizados” (también conocidos como anticuerpos “reformados”). Los anticuerpos
humanizados tienen una secuencia de aminoacidos de region variable que contiene las CDR derivadas de
ratén intercaladas en las secuencias de regiones menos variables de humano o tipo humano. Puesto que
se proporciona la especificidad del anticuerpo humanizado por las CDR derivadas de roedor, sus residuos
se van a usar esencialmente sin cambio con so6lo pocas modificaciones que son permisibles, que no
interfieren de manera significativa con la afinidad y especificidad del anticuerpo para su antigeno objetivo.
Los residuos de las regiones menos variables se pueden derivar de cualquier primate, o de manera
particular, de cualquier region variable humana o pueden ser una combinacién de las mismas y la region
variable designada, resultante se considerara re-formada.

Para aumentar al maximo la probabilidad que se retendra la afinidad en el anticuerpo reformado, es
importante hacer una seleccion apropiada de la regién menos variable. Se conoce que las secuencias de
las regiones menos variables sirven para retener las CDR en su orientacion espacial correcta para
interaccion con el antigeno, y que los residuos de las regiones menos variables pueden algunas veces
participar aun en la union al antigeno. A fin de mantener la afinidad del anticuerpo para su antigeno, es
ventajoso seleccionar secuencias de regiones menos variables de humano que son mas similares a las
secuencias de las regiones menos variables de roedor. Entonces puede aln se necesario reemplazar uno
0 mas aminodcidos en la secuencia de regiones menos variables de humano con el correspondiente
residuo en la regién menor variable de roedor para evitar pérdidas con la afinidad. Este reemplazo puede
ser asistido por modelado con computadora.

La presente invencidon proporciona nuevos métodos y composiciones que comprenden anticuerpos
altamente especificos y altamente efectivos, particularmente anticuerpos hibridos, incluyendo fragmentos
de los mismos, de manera mas particular anticuerpos parcial o completamente humanizados, incluyendo
fragmentos de los mismos, que tienen la capacidad para reconocer y unirse de manera especifica a
epitopos especificos de una variedad de antigenos de B-amiloide, que pueden presentar al anticuerpo en
una forma monomérica, dimérica, trimérica, etc., una forma polimérica en la forma de un agregado, fibras,
filamentos o en la forma condensada de una placa. Los anticuerpos habilitados por la ensefianza de la
presente invencién son particularmente Utiles para el tratamiento de amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con formacion de placas amiloides que incluyen amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada a la edad, que incluye, pero no se limita a, trastornos neuroldgicos
tal como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés); complejo de Parkinson-Demencia de Guam; asi
como otras enfermedades que se basan en o estan asociadas con proteinas tipo amiloide tal como
paralisis supranuclear progresiva, esclerosis mudltiple, enfermedad de Creutzfeld-Jacob, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis tipo Holandés, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada a
VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), Diabetes de Comienzo en Adultos; amiloidosis cardiaca senil;
tumores endocrinos, y otros, incluyendo degeneracion macular, por nombrar unos pocos.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencidn se refiere a un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, capaz de unirse

especificamente a beta amiloide, en donde el anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo
comprende una regién variable de la cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y una regién variable de la cadena ligera (LCVR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, y en donde el anticuerpo humanizado o el fragmento del
mismo comprende la variante D265A de la region Fc de IgG1.

La presente invencion se refiere, ademas, a una molécula de &acido nucleico que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo humanizado de la invencion o el fragmento del
mismo.

La presente invencién se refiere, ademas, a un vector de expresion que comprende la molécula de acido
nucleico que codifica el anticuerpo humanizado de la invencién o el fragmento del mismo.

La presente invencion se refiere, ademas, a una célula que comprende un vector de expresion de la
invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, a una composiciéon que comprende el anticuerpo humanizado o
un fragmento del mismo, en una cantidad terapéuticamente eficaz y que comprende ademas,
opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion se refiere, ademas, a una composicion que comprende el anticuerpo humanizado o
un fragmento del mismo y, opcionalmente, que comprende, ademas, una sustancia bioldgicamente activa
adicional en una cantidad terapéuticamente eficaz y/o un soporte y/o un diluyente y/o un excipiente
farmacéuticamente aceptable, en donde la sustancia biol6gicamente activa adicional se selecciona de un
agente terapéutico utilizado en el tratamiento de amiloidosis provocada por amiloide beta, compuestos
contra estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, queladores metalicos, inhibidores de la reparacion
del ADN tal como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-l-propanosulfonico (3APS), 1,3-
propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de a-secretasa, inhibidores de - y y-secretasa, proteinas tau,
neurotransmisores, interruptores de la lamina p, atrayentes de componentes celulares de
depuracién/agotamiento de amiloide-g, inhibidores de amiloide-beta N-terminal truncado incluyendo
amiloide beta 3-42 piroglutamado, moléculas anti-inflamatorias, inhibidores de colinesterasa (ChEl) tales
como tacrina, rivastigmina, donepezil y/o galantamina, agonistas de M1, farmacos modificadores de
amiloide o tau y complementos nutritivos.

La presente invencion se refiere, ademas, a un anticuerpo humanizado de la invencion o un fragmento del
mismo en una cantidad terapéuticamente eficaz, para uso en un método para prevenir, tratar o aliviar los
efectos de una o mas enfermedades relacionadas con la amiloidosis, seleccionadas de amiloidosis,
trastornos neurolégicos tal como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia por cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés); complejo de
Parkinson-Demencia de Guam; paralisis supranuclear progresiva, esclerosis miltiple; enfermedad de
Creutzfeld-Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral
amiotréfica), Diabetes de Comienzo en Adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores enddcrinos,
degradacion de neuronas inducida por AB o afeccién asociada a amiloide caracterizada por una pérdida
de capacidad de memoria cognitiva y degeneracién macular en un sujeto que los necesita.

La presente invencién se refiere, ademéas, a un método de diagnosis de una enfermedad o afeccion
asociada a amiloides, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de tejido de un sujeto sospechoso de contener la proteina
amiloide, con el anticuerpo humanizado de la invencion o el fragmento del mismo, anticuerpo que es une
con un epitopo de la proteina amiloide;

(b) permitir que el anticuerpo y/o la parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para
formar un complejo inmunolégico;

(c) detectar la formacion del complejo inmunoldégico; y

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia
de la proteina amiloide en la muestra del sujeto.

La presente invencion se refiere, ademas, a un método para determinar el grado de carga de placas
amiloidogénicas en una muestra de tejido y/o fluidos corporales de un sujeto, que comprende

(@ someter a ensayo dicha muestra en cuanto a la presencia de proteina amiloide con el
anticuerpo humanizado de la invencion o el fragmento del mismo;

(b) determinar la cantidad de anticuerpo unida a la proteina; y

(c) calcular la carga de placas en el tejido y/o fluidos corporales del sujeto.
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La presente invencion se refiere, ademas, un kit de prueba para la deteccién y diagnosis de
enfermedades y afecciones asociadas a amiloides que comprenden el anticuerpo humanizado de la
invencion o el fragmento del mismo y, opcionalmente, que comprende, ademas, instrucciones para utilizar
los anticuerpos con el fin de unirlos a proteina amiloide para formar un complejo inmunolégico y detectar
la formacion del complejo inmunolégico de modo que la presencia o ausencia del complejo inmunolégico
se correlacione con la presencia o ausencia de proteina amiloide.

Se describe en esta invenciéon un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos un a sitio distinto de union,
particularmente al menos a dos sitios distintos de unién, de manera mas particular al menos a tres sitios
distintos de unién en la proteina $-amiloide donde, uno, al menos a dos y al menos a tres sitios de unién
comprenden cada uno al menos uno o dos residuos consecutivos de aminoacido predominantemente
comprendidos en la unién del anticuerpo.

En particular, el anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o el anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo de acuerdo a la invencion se une a al menos dos, particularmente a al menos tres
sitios distintos de unién en la proteina B-amiloide en donde al menos dos de los tres sitios distintos de
unién comprenden al menos dos residuos consecutivos de aminoacido comprendidos predominantemente
en la unién del anticuerpo y al menos uno de los tres sitios distintos de unién comprende al menos un
residuo de aminoacido.

Los por lo menos dos sitios distintos de unidén que comprenden al menos dos residuos consecutivos de
aminoacido comprendidos predominantemente en la unidn del anticuerpo estén localizados en proximidad
cercana entre si en el antigeno, separados y/o flanqueados por al menos un residuo de aminoacido no
comprendido en la unién al anticuerpo o a un grado significativamente mas pequefio en comparacion a al
menos dos residuos consecutivos de aminoacido, que forman de esta manera un epitopo discontinuo
conformacional.

Los por lo menos tres sitios distintos de unién que comprenden al menos dos residuos consecutivos de
amino4cidos y al menos un residuo de amino&cido, respectivamente, que estdn comprendidos
predominantemente en la unién del anticuerpo se localizan en proximidad cercana entre si en el epitopo,
separados y/o flanqueados por al menos un residuo de aminoacidos no comprendido en la unién del
anticuerpo o a un grado significativamente menor en comparacion a los residuos de aminoéacido, que
estan comprendidos predominantemente en la union del anticuerpo, formando de esta manera un epitopo
discontinuo conformacional.

En particular, se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio distinto de union,
particularmente al menos dos sitios de union, de manera méas particular al menos tres sitios distintos de
unién en la proteina B-amiloide en donde al menos uno o al menos dos sitios distintos de unién
comprenden cada uno al menos dos residuos consecutivos de aminoacido comprendidos
predominantemente en la unién de anticuerpo en donde los por lo menos dos residuos consecutivos de
aminoacido que representan un primer sitio de union son -Phe-Phe incrustados dentro de la siguiente
secuencia nucleo (SEQ ID NO: 9):

Xaas - Phe - Phe - Xaas - Xaas - Xaas, en donde

Xaaz es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val, Leu,
norleucina, Met, Phe, e lle;

Xaas es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val, Leu, Ser e
lle;

Xaas es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp, y en donde
los residuos de aminoacido Xaas Xaas, Xaas y Xaas no estan comprendidos en la unién del anticuerpo o a
un grado significativamente menor en comparacion al sitio de union de -Phe-Phe-.

Se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, en donde

Xaaz es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaas es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaas es Glu o Asp, pero particularmente Glu;

Xaag es Glu o Asp, pero particularmente Asp.

En particular, se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, que reconocer y se une al menos un sitio distinto de unién,
particularmente al menos dos sitios distintos de unién, de manera mas particular a al menos tres sitios
distintos de unidn en la proteina S-amiloide en donde los sitios distintos de unidon comprenden al menos
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uno y al menos dos residuos consecutivos de aminoacido, respectivamente, comprendidos
predominantemente en la unién del anticuerpo, en donde los por lo menos dos residuos consecutivos de
aminoacido que representan un primer sitio de unién son -Phe-Phe- y el por lo menos un residuo de
aminoacido es -His- incrustado dentro de la secuencia nucleo:

- Xaa; _ His - Xaaz - Xaas - Xaas - Xaas - Phe - Phe - Xaay -Xaas- Xaae-, en donde

Xaa; es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de His, Asn, GIn, Lys y

Arg

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Asny GIn

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de His, Asn, GIn, Lys y
Arg

Xaas es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val, Leu, Ser Y
lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val, Leu,
norleucina, Met, Phe, e lle

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val, Leu e lle

Xaag es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de GLu y Asp,

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp, y en donde
los residuos de aminoacido Xaai, Xaas, Xaas, Xaaz, Xaag y Xaag no estan comprendidos en la union del
anticuerpo o a un grado mas pequefio o significativamente mas pequefio en comparacion al -His- y al sitio
de union de -Phe-Phe-, respectivamente.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde

Xaaz es GIn o Asn, pero particularmente GIn;

Xaas es Lys

Xaas es Leu

Xaas es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaay es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaasg es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaag es Asp o Glu, pero particularmente Asp.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio distinto de
union, particularmente a al menos dos sitios distintos de union, de manera mas particular a al menos tres
sitios distintos de unién en la proteina B-amiloide, en donde el al menos uno o los al menos dos sitios
distintos de union comprenden cada uno al menos dos residuos consecutivos de aminoacido
comprendidos predominantemente en la unién del anticuerpo, en donde los al menos dos residuos
consecutivos de aminoacido que representan un segundo sitio de unién son -Lys-Leu- incrustados dentro
de la siguiente secuencia nucleo (SEQ ID NO: 10):

Xaa; - Xaay - Lys - Leu - Xaas, en donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de His, Asn, GIn, Lys y
Arg;

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Asny GIn;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val, Leu,
norleucina, Met, Phe, e lle; y en donde los residuos de aminoacido Xaa2, Xaa3, no estan comprendidos
en la union del anticuerpo 0 a un grado mas pequefio o significativamente mas pequefio en comparacion
con el sitio de union de -Lys-Leu-.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio distinto de
union, particularmente a al menos dos sitios distintos de union, de manera mas particular a al menos tres
sitios distintos de unién en la proteina B-amiloide en donde los sitios distintos de unién comprenden al
menos uno y al menos dos residuos consecutivos de aminoacido, respectivamente, comprendidos
predominantemente en la union del anticuerpo, en donde el al menos uno y los al menos dos aminoacidos
consecutivos, que estan separados por al menos un residuo de aminoacido no comprendido en la unién
del anticuerpo o a un grado significativamente mas pequefio en comparacion a los residuos de
aminoacido comprendidos predominantemente en la unidn del anticuerpo, son -His- y -Lys-Leu-,
respectivamente, incrustados dentro de la siguiente secuencia nucleo:

His-Xaay-Lys-Leu-Xaas-Xaas-Xaas-Xaas-Xaar-Xaas- en donde

Xaaz es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Asn y GIn;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, norleucina, Met, Phe, e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, norleucina, Met, Phe, e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, norleucina, Met, Phe, e lle;
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Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, Ser e lle;

Xaay es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp, y
en donde los residuos de aminoacido Xaa,, Xaas, Xaas, Xaaz, Xaas, no estan comprendidos en la unién
del anticuerpo o a un grado mas pequefio a significativamente mas pequefio en comparacion a -His- y el
sitio de unién de -Lys-Leu-, respectivamente.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde

Xaa es GIn o Asn, pero particularmente GIn;

Xaaz es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaay es Phe;

Xaas es Phe;

Xaas es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaay es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaag es Asp o Glu, pero particularmente Asp.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimeérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos dos sitios distintos
de unién en la proteina B-amiloide en donde los al menos dos sitios distintos de union comprenden cada
uno al menos dos residuos consecutivos de aminoacido comprendidos predominantemente en la union
del anticuerpo, en donde los al menos dos amino&cidos consecutivos estdn separados por al menos un
residuo de aminoécido no comprendido en la unién del anticuerpo o a un grado significativamente mas
pequefio que los residuos consecutivos de aminoacido, que son -Phe-Phe- y -Lys-Leu-, respectivamente,
gue representan un primero y un segundo sitio de unidn incrustado dentro de la siguiente secuencia
nucleo:

Xaaj-Xaap-Lys-Leu-Xaas-Phe-Phe-Xaas-Xaas-Xaas, en donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de His, Asn,
GIn, Lys y Arg;

Xaa es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Asny GIn;

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, norleucina, Met, Phe, e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, Ser, e lle;

Xaas es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp, y
en donde los residuos de amino&cido Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, y Xaas, no estdn comprendidos en la union
del anticuerpo 0 a un grado mas pequefio a significativamente méas pequefio al sitio de unién de -Lys-Leu-
y -Phe-Phe-, respectivamente.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio distinto de
union, particularmente a al menos dos sitios distintos de union, de manera mas particular a al menos tres
sitios distintos de union en la proteina B-amiloide en donde los sitios distintos de union comprenden al
menos uno y al menos dos residuos consecutivos de aminoacido, respectivamente, comprendidos
predominantemente en la union del anticuerpo, en donde el al menos uno y los al menos dos aminoacidos
consecutivos estan separados por al menos un residuo de aminoacido no comprendido en la unién del
anticuerpo o a un grado significativamente mas pequefio en comparacion a los residuos de aminoécido,
gue estan predominantemente comprendidos en la unién del anticuerpo, y en donde los residuos de
aminoacido son -His- y -Phe-Phe- y -Lys-Leu-, respectivamente, incrustados dentro de la siguiente
secuencia nucleo:

His-Xaa,-Lys-Leu-Xaas-Phe-Phe-Xaas-Xaas-Xaas, en donde

Xaa es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que consiste de Asn y GIn;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, norleucina, Met, Phe, e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, Ser, e lle;

Xaas es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,

Xaas es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp, y
en donde los residuos de aminoacido Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan comprendidos en la union
del anticuerpo o0 a un grado mas pequefio a significativamente mas pequefio en comparacion al sitio de
union de -His-, -Lys-Leu- y -Phe-Phe-, respectivamente.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde
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Xaay es GIn o Asn, pero particularmente GIn;

Xaaz es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaas es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaas es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaas es Asp o Glu, pero particularmente Asp.
Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos dos sitios distintos
de unién en la proteina B-amiloide en donde los al menos dos sitios distintos de union comprenden cada
uno al menos dos residuos consecutivos de aminoacido comprendidos predominantemente en la unién
del anticuerpo, en donde los al menos dos aminoacidos consecutivos estan separados por al menos un
residuo de aminoacido no comprendido en la unién del anticuerpo o a un grado significativamente mas
pequefio que los residuos consecutivos de aminoacido, que son, -Phe-Phe- y -Lys-Leu-, respectivamente,
gue representan un primero y un segundo sitio de union incrustado dentro de la siguiente secuencia
nucleo:
Xaai-Xaap-Lys-Leu-Xaas-Phe-Phe-Xaas-Xaas-Xaas, en donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de His, Asn,
GIn, Lys y Arg;

Xaaz es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Asny GIn;

Xaas es un residuo de amino&cido seleccionado del grupo que consiste de Val, Ala,
Leu, Met, Phe, norleucina, e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Ala, Val,
Leu, e lle;

Xaas es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp, y
en donde los residuos de aminoacido Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan comprendidos en la union
del anticuerpo o a un grado mas pequefio a significativamente méas pequefio en comparacion al sitio de
union de -Lys-Leu- y -Phe-Phe-, respectivamente.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde

Xaas es His o Arg, pero particularmente His;

Xaay es GIn o Asn, pero particularmente GIn;

Xaaz es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaas es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaas es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaas es Asp o Glu, pero particularmente Asp.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que reconoce y se une a al menos dos sitios distintos
de unién en la proteina B-amiloide en donde los al menos dos sitios distintos de union comprenden cada
uno al menos dos residuos consecutivos de aminoacido comprendidos predominantemente en la unién
del anticuerpo, que son -Phe-Phe-Ala-Glu-, particularmente -Phe-Phe-Ala-, pero especialmente -Phe-Phe-
y Lys-Leu-, respectivamente, y en donde los al menos dos sitios distintos de unién exhiben la secuencia
de aminoécidos -Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp- mostrada en SEQ ID NO: 7 y la secuencia de aminoacido His-
GIn-Lys-Leu-Val- mostrada en SEQ ID NO: 8, respectivamente.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio distinto de
union, particularmente a al menos dos sitios distintos de union, de manera mas particular a al menos tres
sitios distintos de unién en la proteina B-amiloide en donde el al menos uno o los al menos dos sitios
distintos de union comprenden al menos dos residuos consecutivos de aminoacido, respectivamente,
comprendidos predominantemente en la unidn del anticuerpo, que son -Phe-Phe- y -Lys-Leu-, y -His-,
respectivamente, en donde los sitios distintos de unién estan incrustados en la secuencia de aminoacidos
-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-, y la secuencia de aminoacidos -His-GIn-Lys-Leu-Val-, respectivamente.

Alternativamente, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo comprende un sitio de reconocimiento y unién al
antigeno que reconoce y se une a al menos dos sitios distintos de unién en la proteina B-amiloide en
donde los al menos dos sitios distintos de unién comprenden cada uno al menos dos residuos
consecutivos de aminoacido dentro de la secuencia de aminoacidos dada en SEQ ID NO: 7 y 8,
respectivamente, en donde los residuos consecutivos de aminoacido, particularmente -Phe-Phe- y -Lys-
Leu, estan comprendidos predominantemente en la union de la proteina -amiloide.

Especificamente, los sitios de reconocimiento y de unién como se definen en la presente anteriormente

estan formando un epitopo discontinuo conformacional localizado en la regién de la proteina $-amiloide
entre los residuos 12 a 24 de aminoacido, particularmente entre los residuos 14 a 23, de manera mas
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particular entre los residuos 14 y 20 de aminoacido, en donde los al menos dos sitios distintos de
reconocimiento y unién que comprenden cada uno al menos 2 residuos de aminoacido, estan localizados
en la posicion 16 y 17 y en la posicion 19 y 20, respectivamente, y en donde el al menos un sitio distinto
de reconocimiento y unién que comprende al menos un residuo de aminoacidos esta localizado en la
posicion 14, residuos que estan comprendidos predominantemente en la unién de la proteina $-amiloide y
en donde los sitios distintos de reconocimiento y unién estan al menos flanqueados en un lado por
residuos de aminoacido, particularmente los residuos 21 y 22, y separados por un residuo de aminoéacido
localizado en la posicion 15 y 18, residuos de aminoacido que no estan comprendidos directamente en la
unién del antigeno o, al menos, a un grado sustancialmente mas pequefio.

Alternativamente, dichos al menos tres sitios distintos de reconocimiento y union estan flanqueados en
ambos lados por residuos de aminoacido, particularmente los residuos 12 y 13, y los residuos 21y 22 y
estan separados por un residuo de aminoacido localizado en la posicién 15 y 18, residuos de aminoacido
gue no estan comprendidos directamente en la unién del antigeno, o al menos, a un grado
sustancialmente mas pequefio.

Especificamente, dichos residuos consecutivos de aminoacido, particularmente -Lys-Leu- en la posicién
16y 17 y -Phe-Phe- en la posicién 19 y 20, que estan comprendidos predominantemente en la unién de la
proteina B-amiloide, estan incrustados en la siguiente region nucleo:
Vad Hs Hs Gn Ly Lew Vab Phee Phe Aa Gu A
2 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23

Segun se describe en esta memoria, dichos residuos de aminoécido, particularmente -Lys-Leu- en la
posicién 16 y 17 y -Phe-Phe- en la posicion 19 y 20, y -His- en la posicidon 14, que estan comprendidos
predominantemente en la unién de la proteina 3-amiloide, estan incrustados en la siguiente region nucleo:
Va- Hss Hss G Lyss Lew Va- Phe Phe Aa G Asp Vab Gl
2 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 X5

Se describen en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende en la
regién variable de cadena ligera y de cadena pesada, respectivamente, al menos una CDR de origen no
humano, particularmente dos CDR de origen no humano, de manera méas particular tres CDR de origen
no humano, incrustadas en una o mas regiones variables derivadas de humano o primate, y
opcionalmente, una region constante derivada de un anticuerpo fuente de primate o humano, anticuerpo
humanizado o fragmento del mismo que es capaz de reconocer y unirse de manera especifica a la
proteina B-amiloide, particularmente un péptido monomérico -amiloide, de manera mas particular un
péptido polimérico 3-amiloide, de manera ain mas particular fibras, fibrillas o filamentos B-amiloide en
aislamiento o como parte de una placa B-amiloide, en un epitopo que comprende la siguiente secuencia
de aminoacidos (SEQ ID NO: 11):

Xaaj-Xaap-Lys-Leu-Xaaz-Phe-Phe-Xaas-Xaas-Xaas, en donde

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de His, Asn,
GIn, pero particularmente His;

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Asn y GIn,
pero particularmente Glin; y

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Val, Leu, e
lle, pero particularmente Val;

Xaas es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Ala, y Val,
pero particularmente Ala;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,
pero particularmente Glu;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,
pero particularmente Asp.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que
comprende en la regién variable de cadena ligera y cadena pesada, respectivamente, al menos una CDR
de origen no humano, particularmente dos CDR de origen no humano, de manera mas particular tres
CDR de origen no humano, incrustadas en una o mas regiones menos variables derivadas de humano o
primate, y opcionalmente, una regién constante derivada de un anticuerpo fuente de humano o primate,
anticuerpo humanizado o fragmento del mismo que es capaz de reconocer y unirse de manera especifica
a la proteina -amiloide, particularmente un péptido monomérico 3-amiloide, de manera mas particular un
péptido polimérico $-amiloide, de manera aun mas particular fibras, fibrillas o filamentos B-amiloide en
aislamiento o como parte de placa B-amiloide, en un epitopo que comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos:

His-Xaay-Lys-Leu-Xaasz-Phe-Phe-Xaas-Xaas-Xaas, en donde

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Asn y GIn,
pero particularmente Gln; y

Xaas es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste de Val, Leu, e
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lle, pero particularmente Val;

Xaas es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste de Ala, y Val,
pero particularmente Ala;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,
pero particularmente Glu;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Glu y Asp,
pero particularmente Glu; y en donde los residuos de aminoacido Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan
comprendidos en la unién del anticuerpo o a un grado mas pequefio en comparacion al sitio de unién de -
His- y -Lys-Leu- y -Phe-Phe-.

Especificamente se describe en esta memoria que la CDR de origen no humano se obtiene de un
anticuerpo donador, pero particularmente de un anticuerpo donador murino, formulado contra un
fragmento de antigeno que no contiene el sitio distinto de unién. Este cambio en la regién epitdpica
puede haber sido provocado al menos parcialmente por el uso de una construccién antigénica
supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del
péptido B-amiloide, particularmente del péptido 3-amiloide AB1-16, modificado con una porcion hidroéfila tal
como por ejemplo, polietilenglicol (PEG), en donde la porcion hidréfila esta unida covalentemente a cada
uno de los términos del péptido antigénico a través de al menos uno, particularmente uno o dos
aminoacidos tal como por ejemplo, lisina, &cido glutamico y cisteina o cualquier otro aminoacido o
andlogo de aminoacido adecuado capaz de servir como un dispositivo de conexi6on para acoplar la
porcion hidréfila al fragmento peptidico, como se describe mas adelante en la presente en el proceso de
inmunizacién. Cuando se usa un PEG como la porcién hidréfila, los términos de PEG libres se unen
covalentemente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto de acuerdo para funcionar como el
elemento de anclaje, por ejemplo, para incrustar la construccién antigénica en la bi-capa de un liposoma
como se describe en la presente.

En particular, la CDR de origen no humano se obtiene de un anticuerpo donador murino que exhibe las
propiedades caracteristicas de ACI-01-Ab7C2 (también llamado “mC2” a todo lo largo de la solicitud)
depositado el 1 de Diciembre de 2005 con la “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo las provisiones del
Tratado de Budapest bajo el nUmero de acceso DSM ACC2750).

Tal como se describe en esta memoria, la CDR de origen no humano se obtiene del anticuerpo donador
murino ACI-01-Ab7C2 (también llamado “mC2” a todo lo largo de la solicitud) depositado el 1 de diciembre
de 2005 con la “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en
Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo las provisiones del Tratado de
Budapest bajo el nimero de acceso DSM ACC2750).

También el uso del lipido A como parte del protocolo de inmunizacion puede haber contribuido a un
cambio en la region epitopica.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que
comprende integrado en regiones de marco derivadas de humano o primate, al menos un péptido con una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en SEQ ID NO: 2 que
representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR) y SEQ ID NO: 4 que representa CDR1 de la Region Variable de Cadena Ligera (LCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde
dicho anticuerpo humanizado comprende integrado en regiones de marco de cadena pesada derivadas
de humano o primate, al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de
secuencias que consisten en SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3
de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR).

Todavia en otra realizacidn, la invencién se refiere a un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo, en donde dicho anticuerpo humanizado comprende integrado en regiones de marco de cadena
ligera derivadas de humano o primate, un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4
gue representa CDR1 de la Regién Variable de Cadena Ligera (LCVR).

Particularmente, se describe en esta memoria una Regién Variable de Cadena Ligera (LCVR) que
comprende integrado en regiones de marco derivadas de humano o primate, al menos un péptido con una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representa CDR1 de la Region Variable de Cadena
Ligera (LCVR).

También se describe en esta memoria una Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR) que comprende

integrado en regiones de marco derivadas de humano o primate, al menos un péptido con una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en SEQ ID NO: 2 que representa
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CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
comprende integrados en regiones de marco derivadas de humano o primate, al menos dos péptidos,
péptidos que son diferentes y exhiben una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de
secuencias que consisten en SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y
SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID NO: 4
que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representa CDR3 de la
Regién Variable de Cadena Ligera (LCVR) en donde la misma CDR no puede presentarse dos veces en
el anticuerpo. En particular, si al menos dos CDR presentes son ambas CDR de la Regién Variable de
Cadena Ligera (LCVR), al menos una de dichas CDR debe ser CDRL1 representada por SEQ ID NO: 4.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que
comprende integrados en regiones de marco de cadena pesada derivadas de humano o primate, al
menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que
consisten en SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3
gue representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR), pero particularmente un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde la misma CDR no puede estar presente dos
veces en el anticuerpo.

En particular, se describe en esta memoria una Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) que
comprende integrados en regiones de marco de cadena pesada derivadas de humano o primate, al
menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que
consisten en SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3
gue representa CDR3 de la Regioén Variable de Cadena Pesada (HCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
comprende integrados en regiones de marco de cadena ligera derivadas de humano o primate, al menos
dos péptidos con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en
SEQ ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que
representa CDRS3 de la Regién Variable de Cadena Ligera (LCVR).

En particular, la invencion se refiere a una Region Variable de Cadena Ligera (LCVR), que comprende
integrados en las regiones de marco de cadena ligera derivadas de humano o primate, al menos dos
péptidos con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en SEQ
ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representa
CDR3 de la Regidn Variable de Cadena Ligera (LCVR), en donde la misma CDR no puede estar presente
dos veces en el anticuerpo y, en particular, al menos una de dichas CDR debe ser CDR1 representada
por SEQ ID NO: 4..

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
comprende integrados en regiones de marco derivadas de humano o primate, péptidos con una secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID
NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR), particularmente en el
orden indicado anteriormente.

En particular, se describe en esta memoria una Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) que
comprende integrados en las regiones de marco de cadena pesada derivadas de humano o primate,
péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que
representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR), particularmente en el orden indicado anteriormente.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que
comprende integrados en regiones de marco de cadena ligera derivadas de humano o primate, péptidos
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representan CDR1, SEQ ID NO: 5 que
representan CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 de la Regién Variable de Cadena Ligera
(LCVR), particularmente en el orden indicado anteriormente.

En particular, la divulgacion se refiere a una Regién Variable de Cadena Ligera (LCVR) que comprende
integrados en regiones de marco de cadena ligera derivadas de humano o primate péptidos con una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representan CDR1, SEQ ID NO: 5 que representan
CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 de la Regién Variable de Cadena Ligera (LCVR),
particularmente en el orden indicado anteriormente.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
comprende integrados en regiones de marco derivadas de humano o primate al menos tres péptidos con
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una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en SEQ ID NO: 1
que representan CDR1, SEQ ID NO: 2 que representan CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representan CDR3 de
la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID NO: 4 que representan CDR1, SEQ ID NO: 5
gue representan CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 de la Regién Variable de Cadena Ligera
(LCVR), pero particularmente un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo en donde la misma
CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, anticuerpo
que comprende integrados en regiones de marco derivadas de humano o primate, al menos cuatro
péptidos con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten de SEQ
ID NO: 1 que representan CDR1, SEQ ID NO: 2 que representan CDR2 y SEQ ID NO:3 que representan
CDR3 de la Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID NO: 4 que representan CDR1, SEQ ID
NO: 5 que representan CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 de la Region Variable de Cadena
Ligera (LCVR), pero particularmente un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo en donde la
misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
comprende integrados en regiones de marco derivadas de humano o primate al menos cinco péptidos con
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en SEQ ID NO: 1
gue representan CDR1, SEQ ID NO: 2 que representan CDR2 y SEQ ID NO:3 que representan CDR3 de
la Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID NO: 4 que representan CDR1, SEQ ID NO: 5
que representan CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 de la Region Variable de Cadena Ligera
(LCVR), pero particularmente un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo en donde la misma
CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que
comprende integrados en regiones de marco derivadas de humano o primate péptidos con una secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 1 que representan CDR1, SEQ ID NO: 2 que representan CDR2 y SEQ ID
NO: 3 que representan CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID NO: 4 que
representan CDR1, SEQ ID NO: 5 que representan CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 de la
Region Variable de Cadena Ligera (LCVR).

Especificamente se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de
Cadena Pesada (HCVR), o un fragmento del mismo, en donde dicho anticuerpo humanizado, la Regién
Variable de Cadena Pesada (HCVR) o un fragmento de los mismos comprende integrado en regiones de
marco de cadena pesada derivadas de humano o primate al menos un péptido con una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de Cadena
Pesada (HCVR) o un fragmento de los mismos, en donde dicho anticuerpo humanizado, la Region
Variable de Cadena Pesada (HCVR) o un fragmento de los mismos comprende integrado en las regiones
de marco de cadena pesada derivadas de humano o primate al menos un péptido con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que representan CDR3 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de Cadena
Pesada (HCVR) o un fragmento de los mismos, anticuerpo, Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) o
fragmento de los mismos que comprenden integrados en regiones de marco de cadena pesada derivadas
de humano o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que
representan CDR1 y SEQ ID NO: 2 que representan CDR2 de la Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, una Region Variable de Cadena
Pesada (HCVR) o un fragmento de los mismos, anticuerpo, Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) o
fragmentos de los mismos que comprenden integrados en regiones de marco de cadena pesada
derivadas de humano o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 que representan CDR1 y SEQ ID NO: 3 que representan CDR3 de la Region Variable de Cadena
Pesada (HCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, una Region Variable de Cadena
Pesada (HCVR) o un fragmento de los mismos, anticuerpo, Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) o
fragmentos de los mismos que comprenden integrados en regiones de marco de cadena pesada
derivadas de humano o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2 que representan CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representan CDR3 de la Region Variable de Cadena
Pesada (HCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que
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comprende regiones variables con regiones de marco derivadas de humano o primate y al menos una
CDR con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:1 que
representan CDR1 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR), SEQ ID NO:2 que representan
CDR2 de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR), y SEQ ID NO: 4 que representan CDRL1 de la
Region Variable de Cadena Ligera (LCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de Cadena Ligera
(LCVR) o un fragmento de los mismos, anticuerpo, Region Variable de Cadena Ligera (LCVR) o
fragmentos de los mismos que comprenden integrados en regiones de marco de cadena pesada derivada
de humano o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que
representan CDR1 y SEQ ID NO: 5 que representan CDR2 de la Region Variable de Cadena Ligera
(LCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de Cadena Ligera
(LCVR) o un fragmento de los mismos, anticuerpo, Regi6on Variable de Cadena Ligera (LCVR) o
fragmentos de los mismos que comprenden integrados en regiones de marco de cadena pesada
derivadas de humano o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 4 que representan CDR1 y SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 de la Region Variable de Cadena
Ligera (LCVR).

Comprendido adicionalmente por la descripcién es un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo,
en donde tanto la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) como la Regién Variable de Cadena Ligera
(LCVR) del anticuerpo C2 de raton contribuyen cada una a al menos una de sus regiones de CDR a al
menos dos regiones de CDR del anticuerpo humanizado. El anticuerpo humanizado resultante o un
fragmento del mismo pueden comprender de esta manera:

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representan CDR1 (HCVR) en
combinacién con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representan CDR1 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que representan CDR2 (HCVR) en
combinacion con una secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 4 que representan CDR1 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que representan CDR3 (HCVR) en
combinacion con una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4 que representan CDR1 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representan CDR2 (HCVR) en
combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 que representan CDR1 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que representan CDR2 (HCVR) en
combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 que representan CDR2 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que representan CDR2 (HCVR) en
combinacion con una secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representan CDR3 (HCVR) en
combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 que representan CDR1 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que representan CDR3 (HCVR) en
combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 que representan CDR2 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que representan CDR3 (HCVR) en
combinacion con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 que representan CDR3 (LCVR).

También se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describe anteriormente en la presente,
anticuerpo que comprende una region constante de cadena ligera y/o de cadena pesada de origen
humano o primate.

También se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde al menos uno, particularmente al menos uno
pero no mas de 5, de manera mas particular al menos uno pero no mas de 4, alin mas particularmente al
menos uno pero no mas de 3, pero especialmente al menos uno pero no mas de 2, de los aminoacidos
representativos de las regiones CDR de cadena ligera y/o de cadena pesada como se da en SEQ ID NOs:
1 - 6 se cambia a través de una sustitucion conservadora de tal forma que el anticuerpo mantiene su
funcionalidad completa.

En particular, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde la CDR2 de la Regién Variable de Cadena
Ligera (LCVR) como se da en SEQ ID NO: 5, el Lys en la posicion 50 de Kabat se reemplaza por un
residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste en Arg, GIn y Glu, particularmente por Arg.

En particular, una Regién Variable de Cadena Ligera (LCVR) en donde CDR2 como se da en SEQ ID NO:

5, el Lys en la posicion 50 de Kabat se reemplaza por un residuo de aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en Arg, GIn y Glu, particularmente por Arg.
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En otra realizacién, la invencion se refiere a un anticuerpo hibrido o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde en CDR2 de la Region Variable de Cadena
Ligera (LCVR) como se da por SEQ ID NO: 5, la Ser en la posicion 53 de Kabat se reemplaza por un
residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste en Asn o Thr, pero particularmente por Asn.

En particular, se describe en esta memoria una Region Variable de Cadena Ligera (LCVR) en donde en
CDR2 como se da por SEQ ID NO: 5, la Ser en la posicion 53 de Kabat se reemplaza por un residuo de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn o Thr, pero particularmente por Asn.

Se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo en donde la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos 90%, particularmente 95%, de manera mas particular 98%
idéntica a la secuencia dada en SEQ ID NO: 15y 16, respectivamente.

Alternativamente, se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, en donde la region variable de cadena ligera (LCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, de manera mas particular 98% idéntica a la
secuencia dada en SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde al
menos dos, pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Region Variable de Cadena Pesada
(HCVR) tiene una secuencia de aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, de manera mas particular
98% idéntica a la regién CDR correspondiente como se da en SEQ ID NO: 1 - 3.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde al
menos dos, pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Regién Variable de Cadena Ligera
(LCVR) tiene una secuencia de aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, de manera mas particular
98% idéntica a la region CDR correspondiente como se da en SEQ ID NO: 4 - 6.

También se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la presente invencion como se describe
anteriormente en la presente en donde la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a la
secuencia dada en SEQ ID NO: 15y 16, respectivamente.

También se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la presente invencién como se describe
anteriormente en la presente en donde la Region Variable de Cadena Ligera (LCVR) tiene una secuencia
de aminoéacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia
dada en SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente.

También se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la presente invencién como se describe
anteriormente en la presente, en donde al menos una, particularmente al menos dos, pero especialmente
tres, de las regiones CDR de la Region Variable de Cadena Pesada (HCVR) tiene una secuencia de
aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a la region CDR
correspondiente como se da por SEQ ID NO: 1 - 3.

También se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la presente invencion como se describe
anteriormente en la presente, en donde al menos una, particularmente al menos dos, pero especialmente
tres, de las regiones CDR de la Region Variable de Cadena Ligera (LCVR) tiene una secuencia de
aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a la region CDR
correspondiente como se da por SEQ ID NO: 4-6.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado de acuerdo a la presente invencion y
como se describe anteriormente en la presente, en donde al menos uno de los aminoacidos
representativos de las secuencias de marco aceptadoras obtenidas de las secuencias Vy y Vk de linea
germinal humana, respectivamente se cambia a través de una sustitucion o un aminoacido de la region
correspondiente del anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2 o una sustitucion conservadora a esto.

En particular, se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde el Trp en la posicion 47
de Kabat en la secuencia de marco obtenida de la secuencia V4 de linea germinal humana del subgrupo
Vulll de KABAT de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se
reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y
Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente Leu.
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También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde la Arg en la posicion 94 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo Vylll de KABAT de la Regién Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15
se reemplaza por un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente
por Ser.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde el Trp en la posicion 47 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo Vulll de KABAT de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15
se reemplaza por un aminodacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met,
Ala, y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente Leu y la Arg en la posicion 94 de Kabat se
reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente por
Ser.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde la GIn en la posicién 45 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias V de linea germinal humana del
subgrupo VIl de KABAT de la Regién Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se
reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Lys, Arg, Gln, y Asn,
particularmente por el Lys y Arg, pero especialmente por Lys.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde la Leu en la posicién 50 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vk de linea germinal humana del
subgrupo VIl de KABAT de la Region Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se
reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Lys, Arg, Gln, y Asn,
particularmente por Lys y Arg, pero especialmente por Lys.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde la Tyr en la posicién 87 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vk de linea germinal humana del
subgrupo Vkll de KABAT de la Region Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se
reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Phe, Leu, Val, lle, y Ala,
particularmente por Leu y Phe, pero especialmente por Phe.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde la Asn en la posicion 53 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias V de linea germinal humana del
subgrupo Vkll de KABAT de la Regidn Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se
puede reemplazar por un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Lys y Arg, pero
especialmente por His y GIn.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde el Trp en la posicion 47 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo Vylll de KABAT de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15
se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met,
Ala, y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente por Leu y la Arg en la posicién 94 de Kabat en
la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vy de linea germinal humana del subgrupo
Vulll de KABAT de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se
reemplaza por un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente por
Ser, y el Tyr en la posicion 87 de Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias
de Vk de linea germinal humana del subgrupo VIl de KABAT de la Region Variable de Cadena Ligera
como se muestra en SEQ ID NO: 12 se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Phe, Leu, Val, lle, y Ala, particularmente por Leu y Phe, pero especialmente por Phe.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde el Trp en la posicion 47 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo Vulll de KABAT de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15
se reemplaza por un aminodacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met,
Ala, y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente por Leu.

En aun otra realizacion, la invencion se refiere a un anticuerpo humanizado, en donde la Arg en la
posicion 94 de Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vy de linea
germinal humana del subgrupo Vulll de KABAT de la Regién Variable de Cadena Pesada como se
muestra en SEQ ID NO: 15 se reemplaza por un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en Ser
y Thr, pero especialmente por Ser.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde en Trp en la posicién de 47
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vy de linea germinal humana del
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subgrupo Vulll de KABAT de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15
se reemplaza por Leu e lle, pero especialmente por Leu y la Arg en la posicién 94 de Kabat en la
secuencia menos variable aceptadora obtenida de las secuencias Vu de linea germinal humana del
subgrupo Vulll de KABAT de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15
se reemplaza por Ser.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde la Tyr en la posicién 87 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vi de linea germinal humana del
subgrupo VIl de KABAT de la Region Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se
reemplaza por Phe.

También se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado, en donde el Trp en la posicién 47 de
Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo Vulll de KABAT de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15
se reemplaza por Leu e lle, pero especialmente por Leu y la Arg en la posicion 94 de Kabat en la
secuencia de marco aceptadora obtenida de las secuencias Vu de linea germinal humana del subgrupo
Vulll de KABAT de la Regién Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se
reemplaza por Ser y el Tyr en la posicién 87 de Kabat en la secuencia de marco aceptadora obtenida de
las secuencias Vi de linea germinal humana del subgrupo Vkll de KABAT de la Regién Variable de
Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se reemplaza por Phe.

También se describe en esta memoria la Region Variable de Cadena Ligera de SEQ ID NO: 12.

Especificamente, se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la Region Variable de Cadena
Ligera de SEQ ID NO: 12.

También se describe en esta memoria la region variable de cadena ligera que incluye la secuencia de
sefial como se muestra en SEQ ID NO: 13.

Especificamente, se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la region variable de Region
Variable de Cadena Ligera completa que incluye las secuencias de sefial como se muestra en SEQ ID
NO: 13.

Alternativamente, se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la Regién Variable de Cadena
Ligera de SEQ ID NO: 12 y la region constante de cadena ligera de SEQ ID NO: 14.

Alternativamente, se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la Regién Variable de Cadena
Ligera de SEQ ID NO: 13 y la regién constante de cadena ligera de SEQ ID NO: 14.
Especificamente, se describe en esta memoria la Region Variable de Cadena Pesada de SEQ ID NO: 15.

Mas especificamente, se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la Region Variable de
Cadena Pesada de SEQ ID NO: 15.

También se describe en esta memoria la Regién Variable de Cadena Pesada que incluye secuencias de
sefial como se muestra en SEQ ID NO: 16.

Especificamente, se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la region variable Region
Variable de Cadena Pesada completa incluyendo las secuencias de sefial como se muestra en SEQ ID
NO: 16.

Alternativamente, se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la Region Variable de Cadena
Pesada de SEQ ID NO: 15y la region constante de Cadena Pesada de SEQ ID NO: 17.

Alternativamente, se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la Regién Variable de Cadena
Pesada de SEQ ID NO: 16 y la region constante de Cadena Pesada de SEQ ID NO: 17.

Segun se describe en esta memoria el anticuerpo humanizado de acuerdo a la invencién y como se
describe en la presente, en la co-incubaciéon con un péptido monomérico AS que tiene al menos 30,
particularmente al menos 35, de manera mas particular al menos 38, de manera ain mas particular al
menos 40 residuos de aminoéacido y/o un péptido amiloide soluble polimérico AS que comprende una
pluralidad de las unidades monoméricas Apf, pero especialmente con un péptido amiloide soluble
polimérico Ag y/o monomérico Api..> que comprende una pluralidad de las subunidades monoméricas
Api-42, particularmente a una relacioén de concentracion molar de anticuerpo a AfS1-42 hasta 1:1000, pero
especialmente a una relacién de concentracion molar de entre 1:10 y 1:100, inhibe la agregacion de los
monémeros Ap a fibrillas poliméricas de alto peso molecular.
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En particular, la co-incubacion del anticuerpo de acuerdo a la invencion con polipéptidos amiloides
solubles, monoméricos y/o poliméricos amiloides se lleva a cabo durante 24 horas a 60 horas,
particularmente durante 30 horas a 50 horas, de manera mas particular durante 48 horas, pero
especialmente 24 horas, a una temperatura entre 28°C y 40°C, particularmente de entre 32°C y 38°C, de
manera mas particular a 37°C.

También se describe en esta memoria la co-incubacion con péptidos amiloides solubles monoméricos y/o
poliméricos amiloides se logra durante 24 horas a una temperatura de 37°C.

En particular, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado de acuerdo a la invencién que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales de los mismos, se une al
péptido monomérico Api-42 y/o al péptido amiloide soluble polimérico A que comprende una pluralidad de
las unidades monoméricas ABi.42 y en la co-incubacion con el péptido monomérico Api4> y/o péptido
amiloide soluble polimérico A comprende una pluralidad de las unidades monoméricas Api-42 inhibe la
agregacion de los monémeros y/o polimeros Aga fibrillas poliméricas de alto peso molecular.

También se describe en esta memoria, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado de
acuerdo a la invencion que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales
del mismo inhibe la agregacion de los mondémeros Af y/o polimeros solubles Af que comprende una
pluralidad de unidades monomeéricas A a fibrillas poliméricas de alto peso molecular por al menos 50%,
particularmente por al menos 60%, particularmente por al menos 65%, de manera mas particular por al
menos 75%, de manera aun mas particular por al menos 80%, pero especialmente por al menos 85%-
90%, o mas en comparacibn a los mondémeros de péptido amiloide respectivos incubados en
amortiguador (control), a una relacion de concentraciéon molar de anticuerpo a Afi-42 de hasta 1:1000,
particularmente a una relacion de concentracion molar de entre 1:10 y 1:100, pero especialmente a una
relacién de concentracion molar de 1:10.

También se describe en esta memoria, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado de
acuerdo a la invencion que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales
de los mismos, inhibe la agregacion de los monémeros Agy/o polimeros solubles Agque comprenden una
pluralidad de unidades monoméricas Ag a fibrillas poliméricas de alto peso molecular por al menos 30% a
una relacion de concentracion molar de anticuerpo a Api.4> de 1:100.

También segun se describe en esta memoria, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado de
acuerdo a la invencion incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales
del mismo, inhibe la agregacion de los monémeros Af y/o polimeros solubles AfB que comprenden una
pluralidad de unidades monomeéricas Ap a fibrillas poliméricas de alto peso molecular por al menos 80% a
una relacion de concentracion molar de anticuerpo a Afp1-42 de 1:10.

La unién de los anticuerpos de acuerdo con la invencién y como se describe en la presente a los péptidos
monomeéricos y/o poliméricos amiloidogénicos pero, particularmente la forma amiloide (1-42) conduce a la
inhibicion de la agregacion de péptidos amiloidogénicos monoméricos y/o poliméricos a fibrillas o
filamentos de alto peso molecular. A través de la inhibicién de la agregacion de péptidos monoméricos y/o
poliméricos amiloidogénicos, los anticuerpos de acuerdo con la presente invencién son capaces de
prevenir o desacelerar la formacion de placas amiloides, particularmente la forma amiloide (1-42), que se
sabe que llega a ser insoluble por el cambio de conformacién secundaria y a la parte principal de placas
amiloides en cerebros de animales o humanos enfermos.

El potencial de inhibicion de agregacion del anticuerpo de acuerdo a la invencion se puede determinar por
cualquier método adecuado conocido en la técnica, particularmente por ultracentrifugacion por gradiente
de densidad seguido por un analisis de sedimentaciéon con SDS-PAGE en un gradiente preformado y/o
por un ensayo fluorescente de tioflavina T (Th-T).

Se describe en esta memoria un anticuerpo, particularmente un anticuerpo humanizado como se describe
en la presente incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, anticuerpo que, en la co-incubacién, particularmente a una relacién de concentracion molar de
entre 1:10 y 1:1000, de manera mas particular a una relacion de 1:100 con fibrillas o filamentos amiloides,
poliméricos de alto peso molecular, preformados, formados por agregacion de péptidos monoméricos Af3
que tienen al menos 30, particularmente al menos 35, de manera mas particular al menos 38, de manera
aln mas particular al menos 40 residuos de aminoéacido y, pero especialmente péptidos monoméricos
Api-42, €s capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados por al menos 20%,
particularmente por al menos 30%, de manera méas particular por al menos 35%%, de manera aln mas
particular por al menos 40%, pero especialmente por al menos 50% 0 mas.

Especificamente, la inhibicion de la agregacion y el potencial de desagregacion del anticuerpo,
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respectivamente, se determina por ultracentrifugaciéon de gradiente de densidad seguido por un andlisis
de sedimentacion de SDS-PAGE en un gradiente preformado.

También segln se describe en esta memoria, la inhibicién de agregacion y el potencial de desagregacion
del anticuerpo, respectivamente, se determinan por ensayo fluorescente de tioflavina T (Th-T).

También segun se describe en esta memoria, el anticuerpo de acuerdo a la invencién se co-incuba con
fibrillas o filamentos amiloides, poliméricos, de alto peso molecular, preformados, durante 12 horas a 36
horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas, de manera mas particular durante 24 horas a una
temperatura entre 28°C y 40°C, particularmente de entre 32°C y 38°C, de manera mas particular a 37°C.

En particular, la co-incubacion con fibrillas o filamentos amiloides, poliméricos, de alto peso molecular,
preformados se realizan durante 24 horas a una temperatura de 37°C.

Tal como se describe en esta memoria, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado de
acuerdo a la invencién incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente o partes funcionales del mismo, es
capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados por al menos 24% a una relacion
de concentracion molar de anticuerpo a AS1-42 de 1:100.

Tal como se describe en esta memoria, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado de
acuerdo a la invencion incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales
del mismo es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados por al menos 32% a
una concentracion de relacion molar de anticuerpo AS1-42 de 1:10.

A través de la desagregacion de las fibrillas o filamentos poliméricos amiloidogénicos, los anticuerpos de
acuerdo a la presente invencion son capaces de prevenir o desacelerar la formacion de placas amiloides
lo que conduce un alivio de sintomas asociados con la enfermedad y un retraso o inversion de su
progreso.

Por consiguiente, se describe, ademas, un anticuerpo, particularmente un anticuerpo humanizado,
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se
describe en la presente, anticuerpo que es capaz de disminuir la cantidad total de Ag en el cerebro de un
animal, particularmente un mamifero, pero especialmente un humano que padece una enfermedad o
condicion que conduce a concentracion incrementa de Ag en el cerebro.

Se describe, ademas, un anticuerpo humanizado de acuerdo a la invencién y como se describe
anteriormente en la presente, anticuerpo que es bi-efectivo ya que exhibe tanto una propiedad de
inhibicion de agregacion asi como la propiedad de desagregacion, particularmente apareada con un alto
grado de sensibilidad conformacional.

En particular, en esta memoria se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencion y como se describe de forma
anterior anticuerpo que, en la co-incubacion con péptidos amiloides, solubles, monoméricos y/o
poliméricos, amiloides particularmente con péptidos monoméricos p-amiloides tal como por ejemplo,
péptidos 1-39; 1-40, 1-41, o 1-42, monoméricos Af y/o un péptido p-amiloide soluble, polimérico que
comprende una pluralidad de estas unidades monoméricas Af pero especialmente con un péptido
amiloide soluble polimérico Ag y/lo monoméricos Api.a2 que comprende una pluralidad de estas unidades
monomeéricas Api.s1, inhibe la agregacion de los mondmeros Ag en fibrillas o filamentos de alto peso
molecular y ademas, en la co-incubacién con fibrillas o filamentos amiloides, poliméricos, de alto peso
molecular, preformados, formados por la agregacion de péptidos monoméricos amiloides, particularmente
péptidos monoméricos p-amiloides tal como por ejemplo los péptidos 1-39; 1-40, 1-41, o 1-42
monoméricos, A pero especialmente péptidos monoméricos ABi-42, es capaz de desagregar las fibrillas
o filamentos poliméricos preformados.

También se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la presente invencién y como se describe
anteriormente en la presente, anticuerpo que es capaz de inducir una transicion de la conformacién de -
hoja hacia una conformacion de o-hélice y/o una conformacion de espiral aleatoria, pero particularmente
una conformacion de espiral aleatoria, de manera ain mas particular una conformacion de espiral
aleatoria en una ubicacion determinada en la molécula especialmente en el ambiente de Tyr 10 y Val 12
de la proteina Af lo que conduce a un incremento de la conformacion de espiral aleatoria a costa de la
conformacion de S-hoja y una solubilizacion mejorada de las fibrillas o filamentos amiloides, amiloides,
poliméricos, de alto peso molecular, preformados. En particular, la disminucion de la conformacion de f-
hoja da cuenta de al menos 30%, particularmente de al menos 35%, y de manera mas particular de al
menos 40% y mas en comparacion a las fibrillas o filamentos poliméricos, amiloides, preformados,
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respectivos, incubados en amortiguador (control).

El potencial del anticuerpo en la induccién de una transicién en la estructura secundaria se determina por
espectroscopia RMN 13C de estado sélido, pero en particular, al medir las intensidades integrales de las
intensidades integrales de las conformaciones de Tyr 10 y Val 12 en el péptido Api-2.

También se describe en esta memoria un anticuerpo quinmérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la presente invencién y como se describe
anteriormente en la presente, que comprende al menos una cadena ligera o un fragmento de la misma o
al menos una cadena pesada o un fragmento de la misma, en donde el anticuerpo o fragmento se une a
un monémero AS con una afinidad de union de al menos aproximadamente 1 X 10 a al menos
aproximadamente 1 x 10 , particularmente de al menos aproximadamente 1 X 108 a al menos
aproximadamente 1 x 10* de manera mas particular de al menos aproximadamente 1 x 10 a al menos
aproximadamente 1 x 10" de manera aln mas particular de al menos aproximadamente 1 x 10%aal
menos aproximadamente 2 x 10 pero, de manera preferente, no muestra ninguna reactividad cruzada
significativa con la proteina precursora amiloide (APP).

También se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la presente invencion y como se describe
anteriormente en la presente, que comprende al menos una cadena ligera o un fragmento de la misma o
al menos una cadena pesada o un fragmento de la misma, donde el anticuerpo o fragmento se une a una
fibra, fibrilla o filamento AS ¢on una afinidad de unién de al menos aproximadamente 1 x 10 a al menos
aproximadamente 1 x 10 , particularmente de al menos aproximadamente 1 X 108 a al menos
aproximadamente 1 x 10™ de manera mas particular de al menos aproximadamente 1 x 10 a al menos

aproximadamente 1 x 10", de manera aln més particular de al menos aproximadamente 2 x 10° a al
menos aproximadamente 5 x 10°°, pero, de manera preferente, no muestra ninguna reactividad cruzada
significativa con la proteina precursora amiloide (APP).

También segun se describe en esta memoria el anticuerpo de acuerdo a la invencién y como se describe
anteriormente en la presente o un fragmento del mismo, exhibe una afinidad de unién a una fibra, fibrilla o
filamento Ag que es al menos 10 veces, particularmente al menos 15 veces, de manera mas particular al
menos 20 veces, pero especialmente al menos 25 veces mayor que la afinidad de unién a un monémero

AB.

También segun se describe en esta memoria, un anticuerpo hibrido o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo se proporciona como se describe anteriormente en la
presente, anticuerpo que es une de manera sustancial Af agregado, incluyendo placas ApS, en el
mamifero, particularmente en el cerebro humano, pero de manera preferente, no muestra ninguna
reactividad cruzada significativa con la proteina precursora amiloide (APP).

También segun se describe en esta memoria, el anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo se proporciona como se describe anteriormente en la
presente, anticuerpo que es une de manera sustancial a amiloide polimérico soluble, particularmente
amiloide g (Af), incluyendo mondmeros AS, en el mamifero, particularmente el cerebro humano, pero de
manera preferente, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina precursora
amiloide (APP).

Se describe adicionalmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencién y como se describe anteriormente en la
presente, anticuerpo que reduce de manera significativa la carga de la placa AB en el mamifero,
particularmente el cerebro humano. Esto se puede lograr ya sea por la unién del anticuerpo a la placa o al
cambiar el equilibrio entre el amiloide, particularmente amiloide g (Af), en su estado insoluble y agregado
hacia su forma soluble al desagregar las fibras a formas poli- y mono-méricas solubles al inducir un
cambio en la conformacion y al unir y estabilizar las formas amiloides desagregadas y solubilizadas,
particularmente las formas amiloides S (Af), en el tejido y/o fluidos corporales de un sujeto, incluyendo un
mamifero y un humano, particularmente el cerebro del sujeto. A través de la actividad del anticuerpo de
acuerdo a la invencion, la depuracién periférica y el catabolismo se favorecen de esta manera en lugar del
depdsito dentro del tejido y/o fluidos corporales del sujeto, particularmente el cerebro. El efecto benéfico
del anticuerpo de acuerdo a la invencién de esta manera puede obtener sin la unién del anticuerpo a la
placa.

A través de esta actividad estabilizadora, el anticuerpo de acuerdo a la invencion es capaz de neutralizar
los efectos toxicos de la proteina amiloide soluble polimérica y menos agregada, particularmente proteina
amiloide g (Ap) en el tejido y/o fluidos corporales de un sujeto, particularmente de un mamifero, y de
manera aln mas particular de un humano. Especificamente, el anticuerpo de acuerdo a la invencion
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puede lograr de esta manera sus efectos benéficos sin unirse necesariamente a amiloide beta agregado
en el cerebro del sujeto.

Ademas de ello, se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la
presente invencion y como se describe anteriormente en la presente, que comprende al menos una
cadena ligera o un fragmento de la misma o al menos una cadena pesada o un fragmento del misma que
incorpora al menos una, particularmente dos y de manera mas particular tres regiones CDR obtenidas de
un anticuerpo donador de raton, particularmente el anticuerpo de raton ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” y
hC2 para el anticuerpo C2 humanizado, a todo el largo de la solicitud) depositado el 01 de Diciembre del
2005 con la “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en
Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo el nimero de acceso DSM ACC2750,
en donde el anticuerpo o fragmentos del mismo tiene una afinidad al antigeno de Ag que es al menos 5
veces, particularmente al menos 8 veces, de manera mas particular al menos 10 veces, pero
especialmente por al menos 15 veces mayor que aquella del anticuerpo donador de ratén.

El anticuerpo de esta invencion puede ser en una modalidad, o un anticuerpo entero (por ejemplo, con
dos cadenas ligeras de longitud completa y dos cadenas pesadas de longitud completa) de cualquier
isotipo y subtipo (por ejemplo, IgM, IgD, 1gG1, IgG2, 1I9G3, IgG4, IgE, IgAl e IgA2); pero especialmente un
anticuerpo del isotipo IgG4; de manera alternativa, en otra modalidad puede ser un fragmento de union a
antigeno (por ejemplo, Fab, F(ab’),, y Fv) de un anticuerpo entero.

Por lo tanto, también se describen fragmentos de unién a antigeno de los anticuerpos descritos en la
presente. Especificamente, el fragmento es selecciona del grupo que consiste en un fragmento Fab, un
fragmento Fab’, un fragmento F(ab)., y un fragmento F, incluyendo los productos de la una biblioteca de
expresion de inmunoglobulina de Fab y fragmentos de union a epitopo de cualquiera de los anticuerpos y
fragmentos mencionados anteriormente.

Especificamente, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la invenciébn se conjuga a
polietilenglicol. Especificamente, la regiéon constante del anticuerpo de la invencion se modifica para
reducir al menos una funcién efectora biol6gica mediada por regién constante, con relaciébn a un
anticuerpo no modificado. En aln otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
invencion comprende una region Fc que tiene una funcién efectora alterada.

Se describe en esta memoria una molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos
gue codifica un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo de acuerdo a la invencion y como se describe anteriormente en la presente.

En particular, se describe una molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un tramo de las moléculas contiguas de aminoacido como se da en SEQ ID NO: 2 y 3,
respectivamente, o la secuencia complementaria que presenta las Regiones Determinantes de
Complementariedad (CDR) 2 y 3 de la Regién Variable de Cadena Pesada (HCVR).

De manera mas particular, se describe una molécula de nucledtido que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un tramo de moléculas contiguas de aminoacido como se da en SEQ ID NO: 4, o
la secuencia complementaria, que representan las regiones determinantes de Complementariedad (CDR)
1 de la Regién Variable de Cadena Ligera (LCVR).

Especificamente, se describe una molécula de nucledtido que comprende una secuencia de nucleé6tidos
como se da por SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19, o la secuencia complementaria, que codifica la
secuencia de aminoacidos de CDR 2 y CDR 3, respectivamente, de la Region Variable de Cadena
Pesada (HCVR).

Especificamente, se describe una molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos
como se da por SEQ ID NO: 20, o la secuencia complementaria, que codifica la secuencia de nucleétidos
de CDR 1 de la Region Variable de Cadena Ligera (LCVR).

Especificamente, se describe una molécula de nucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 21, o la secuencia complementaria, que codifica la Regién Variable de Cadena Ligera.

Especificamente, se describe una molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 22, o la secuencia complementaria, que codifica la Region Variable de Cadena Ligera
completa incluyendo secuencias de sefial.

Especificamente, se describe una molécula de nucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos

que codifica la Regién Variable de Cadena Ligera de SEQ ID NO: 22 y la regién constante de cadena
ligera de SEQ ID NO: 23. Se describe también la hebra complementaria de la molécula de nucleétido.
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Se describe una molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 24
que codifica la Regién Variable de Cadena Pesada. Se describe también la hebra complementaria de la
molécula de nucleétido.

Especificamente, se describe una molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 25 que codifica la Region Variable de Cadena Pesada completa incluyendo secuencias de
sefial. Se describe también la hebra complementaria de la molécula de nucleétido.

Especificamente, se describe una molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucle6tidos
que codifica la Regién Variable de Cadena Pesada de SEQ ID NO: 25 y la region constante de cadena
pesada de SEQ ID NO: 26. Se describe también la hebra complementaria de la molécula de nucleétido.

También comprendida por la descripcion es una secuencia de nucleétidos que se hibrida a una de las
secuencias de nucleétidos que codifica para el anticuerpo descrito anteriormente, de la invencion,
particularmente a la hebra complementaria de las mismas, ya sea en aislamiento o como parte de una
molécula méas grande de nucleétido.

En particular, se describe una secuencia de nucleétidos que se hibrida bajo condiciones convencionales
de hibridacion, particularmente bajo condiciones de hibridacion severa, a cualquiera de las secuencias de
nucleétidos dadas en SEQ ID NOs: 18-26 y 29 - 32, particularmente a la hebra complementaria de las
mismas.

También se describe en esta memoria un vector de expresién que comprende la secuencia de acido
nucleico de acuerdo a la invencién como se menciona anteriormente en la presente.

También se describe en esta memoria una célula que comprende un vector de expresion que comprende
el acido nucleico de acuerdo a la invencion y como se menciona anteriormente en la presente.

También se describe en esta memoria una composicion que comprende el anticuerpo de acuerdo a la
invencién, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencién como se describe anteriormente en la
presente incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o cualquier derivado o partes
funcionales del mismos, en una cantidad terapéuticamente efectiva, en particular a una composicion que
es una composicion farmacéutica o terapéutica que comprende ademas de forma opcional un portador
farmacéuticamente aceptable.

También se describe en esta memoria una composicién comprende el anticuerpo en una cantidad
terapéuticamente efectiva.

Comprendida adicionalmente por la descripcion es una composicién que comprende un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo a la invencién, pero particularmente un anticuerpo
qguimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo
a la invencion y como se describe anteriormente en la presente incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o cualquier derivado o parte funcional del mismo, en una cantidad
terapéuticamente efectiva y, opcionalmente, una sustancia biolégicamente activa adicional y/o un portador
farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente y/o un excipiente.

En particular, se describe en esta memoria una composicion o mezcla, en donde la sustancia
biolbgicamente activa, adicional, es un compuesto usado en el medicamento de amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con proteina amiloide o tipo amiloide tal como la proteina Ap
comprendida en la enfermedad de Alzheimer.

Segln se describe en esta memoria, la otra sustancia biolégicamente activa o compuesto también puede
ser un agente terapéutico que se puede usar en el tratamiento de amiloidosis provocada por amiloide 8 o
se puede usar en el medicamento de otros trastornos neuroldgicos.

La otra sustancia o compuesto biolégicamente activo puede ejercer su efecto biolégico por el mismo o
similar mecanismo como el anticuerpo de acuerdo a la invencién o por un mecanismo no relacionado de
accion o por una multiplicidad de mecanismos relacionados y/o no relacionados de accion.

En general, el otro compuesto biolégicamente activo puede incluir mejoradores de transmisién de
neutrones, farmacos psicoterapéuticos, inhibidores de acetilcolina-esterasa, bloqueadores de canal de
calcio, aminas biogénicas, tranquilizadores de benzodiazepinas, mejoradores de la sintesis,
almacenamiento y liberaciébn de acetilcolina, agonistas del receptor pos-sinaptico de acetilcolina,
inhibidores de monoamina-oxidasa-A o -B, antagonistas del receptor de N-metil-D-aspartato-glutamato,
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farmacos antiinflamatorios no esteroidales, antioxidantes, y antagonistas de receptores serotonérgicos.

De manera mas particular, se describe una composicién o mezcla que comprende al menos un
compuesto seleccionado del grupo que consiste en compuestos efectivos contra estrés oxidativo,
compuestos anti-apoptoticos, queladores metdlicos, inhibidores de la reparacion del ADN tal como
pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfénico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS),
activadores de a-secretasa, inhibidores de - y y-secretasa, proteinas tau, neurotransmisor, interruptores
de la p-hoja, atrayentes de componentes celulares de depuracion/agotamiento de amiloide-g, inhibidores
de amiloide-beta N-terminal truncado incluyendo amiloide beta 3-42, piroglutamado, moléculas anti-
inflamatorias, o inhibidores de colinesterasa (ChEIl) tal como tacrina, rivastigmina, donepezil, y/o
galantamina, agonistas de M1 y otros farmacos incluyendo cualquier farmaco modificador de amiloide o
tau y complementos nutritivos, y complementos nutritivos, junto con un anticuerpo de acuerdo a la
presente invencion, y opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente y/o un
excipiente.

También se describe en esta memoria una composicion o mezcla, en donde el compuesto es un inhibidor
de colinesterasa (ChEl), particularmente una mezcla, en donde el compuesto es uno seleccionado del
grupo que consiste en tacrina, rivastigmina, donepezil, galantamina, niacina y memantina.

Especificamente, las composiciones de acuerdo a la acuerdo a la invenciéon pueden comprender niacina o
memantina junto con un anticuerpo de acuerdo a la presente invencién y, opcionalmente, un portador
farmacéuticamente aceptable y/o un diluente y/o un excipiente.

Especificamente, se describen composiciones que comprenden “anti-psicéticos atipicos" tal como por
ejemplo, clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina para el tratamiento de sintomas
psicéticos positivos y negativos incluyendo alucinaciones, delirios, trastornos del pensamiento
(manifestados por incoherencia marcada, descarrilamiento, tangencialidad), y comportamiento bizarro o
desorganizado, asi como anhedonia, afecto aplanado, apatia, retiro social en un sujeto en necesidad de
las mismas, junto con un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo a la
monoclonal de acuerdo a la invencién pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, 0 un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencién y como se
describe en la presente y, opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente y/o
un excipiente.

Tal como se describe en esta memoria, las composiciones y mezclas de acuerdo a la invencién y como se
describe anteriormente en la presente comprenden el anticuerpo y la sustancia biologicamente activa,
respectivamente, en una cantidad terapéuticamente efectiva.

Otros compuestos que pueden ser usados de manera adecuada en mezclas en combinacion con el
anticuerpo de acuerdo a la presente invencion se describen en la WO 2004/058258 (ver especialmente
paginas 16 y 17) incluyendo objetivos de pasos terapéuticos (pagina 36-39), acidos alcanosulfénicos y
acidos alcanolsulftricos (paginas 39-51), inhibidores de colinesterasa (paginas 51-56), antagonistas del
receptor NMDA (paginas 56-58), estrdgenos (paginas 58-59), farmacos anti-inflamatorios no esteroidales
(paginas 60-61), antioxidantes (paginas 61-62), agonistas del receptor activado por proliferadores de
peroxisoma (PPAR) (paginas 63-67), agentes disminuidores de colesterol (paginas 68-75); inhibidores de
amiloides (paginas 75-77), inhibidores de la formacion amiloide (paginas 77-78), queladores metalicos
(paginas 78-79), anti-psicoticos y anti-depresivos (paginas 80-82), complementos nutricionales (paginas
83-89) y compuestos que incrementan la disponibilidad de sustancias biolégicamente activas en el
cerebro (ver paginas 89-93) y profarmacos (paginas 93 y 94).

Se describe en esta memoria una composicion que comprende el anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal de acuerdo a la invencién, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencion y
como se describe anteriormente en la presente y/o la sustancial biologicamente activa en una cantidad
terapéuticamente efectiva.

La invencién se refiere ademas al uso de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de
acuerdo a la invencion, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencién y como se describe
anteriormente en la presente y/o una parte funcional del mismo y/o una composicion farmacéutica, o una
mezcla que comprende el anticuerpo, para la preparacion de un medicamento para tratar o aliviar los
efectos de las amiloidosis, un grupo de enfermedades o trastornos asociados con formacion de placas
amiloides que incluyen amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada a la edad tal como enfermedades
gue incluyen trastornos neurolégicos tal como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia por cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés); complejo de
Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan en trastornos asociados con
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proteinas tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld-Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada a VIH, ALS (esclerosis lateral
amiotréfica), Diabetes de Comienzo en Adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores enddcrinos y otros
incluyen degeneracion macular, en un sujeto en necesidad del mismo.

También se describe en esta memoria un método para la preparacién de un anticuerpo, particularmente
un anticuerpo monoclonal de acuerdo a la invencion, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un
fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencion y
como se describe anteriormente en la presente y/o una parte funcional del mismo y/o una composicién
farmacéutica, o una mezcla que comprende el anticuerpo y/o una parte funcional del mismo,
particularmente en una cantidad terapéuticamente efectiva, para el uso en un método para prevenir, tratar
o aliviar los efectos de las amiloidosis, un grupo de enfermedades o trastornos asociados con formacién
de placas amiloides que incluye amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada a la edad tal como
diabetes que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos tal como Enfermedad de Alzheimer
(AD), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis
(tipo Holandés); complejo de Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan
0 estan asociados con proteinas tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis
multiple; enfermedad de Creutzfeld-Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada a VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), Diabetes de Comienzo en Adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores
enddcrinos y otros incluyen degeneracion macular, en un sujeto en necesidad de lo mismo, que
comprende formular un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo a la invencion,
pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o
un fragmento del mismo de acuerdo a la invencién en una forma farmacéuticamente aceptable.

Ademas, se describe un método para prevenir, tratar o aliviar los efectos de las amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con formacién de placas amiloides que incluye amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada a la edad, tal como enfermedades, que incluyen pero no se limitan a,
trastornos neurolégicos tal como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia por cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés); complejo de
Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan en o estdn asociadas con
proteinas tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld-Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada a VIH, ALS (esclerosis lateral
amiotrdéfica), Diabetes de Comienzo en Adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores enddécrinos y otros
incluyen degeneracion macular, en un sujeto en necesidad de lo mismo al administrar un anticuerpo y/o
una parte funcional del mismo, pero particularmente un anticuerpo humanizado y/o una parte funcional del
mismo, 0 una composicion o mezcla que comprende este anticuerpo y/o una parte funcional del mismo, a
un sujeto, incluyendo un mamifero o un humano afectado por este trastorno, en una cantidad
terapéuticamente efectiva.

También se describe en esta memoria un método para el tratamiento de amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con formacion de placas amiloides que incluye amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada a la edad que incluye, pero no se limita a, trastornos neurolégicos tal
como Enfermedad de Alzheimer (AD), particularmente una enfermedad o condicién caracterizada por una
pérdida de capacidad de memoria cognitiva en un sujeto en necesidad de lo mismo, al administrar a un
sujeto, particularmente un mamifero o un humano, afectado por este trastorno, un anticuerpo,
particularmente una composicion farmacéutica de acuerdo a la invencion y como se describe en la
presente.

También se describe en esta memoria un método para retener o incrementar la capacidad de memoria
cognitiva, pero de manera particular, para restaurar la capacidad de memoria cognitiva de un sujeto,
particularmente un mamifero o un humano, que padece de deterioro de memoria al administrar a un
sujeto, particularmente un mamifero o un humano, en necesidad del mismo, un anticuerpo,
particularmente una composicion farmacéutica o terapéutica de acuerdo a la invencion y como se
describe anteriormente en la presente.

Es un objeto adicional de la invencion proporcionar una composicion terapéutica y un método para
producir esta composicion asi como un método para el tratamiento de amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con formacion de placas amiloides que incluyen amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada a la edad que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neuroldgicos
tal como Enfermedad de Alzheimer (AD), particularmente una enfermedad o condicién caracterizada por
una pérdida de capacidad de memoria cognitiva, en un sujeto en necesidad de lo mismo usando un
anticuerpo de acuerdo a la invencién y como se describe anteriormente en la presente.

En particular, la invencién se refiere al tratamiento de un sujeto, particularmente un mamifero o un

humano, que padece de una afeccién asociada a amiloide caracterizada por una pérdida de capacidad de
memoria cognitiva, que conduce a la retencién de capacidad de memoria cognitiva.
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La invencién se refiere ademas a un método de diagnosis de una enfermedad o afeccion asociada a
amiloides en un sujeto, que comprende detectar la union inmunoespecifica de un anticuerpo o un
fragmento activo del mismo o un epitopo de la proteina amiloide en una muestra o in situ que incluye los
pasos de

(a) poner en contacto la muestra del sujeto sospechoso de contener la proteina amiloide, con un
anticuerpo, particularmente anticuerpo monoclonal de acuerdo a la invencién, pero particularmente un
anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo
de acuerdo a la invencién y como se describe anteriormente en la presente, y/o una parte funcional del
mismo, anticuerpo que es une con un epitopo de la proteina amiloide;

(b) permitir que el anticuerpo y/o una parte funcional del mismo, se una a la proteina amiloide
para formar un complejo inmunolégico;

(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia
de la proteina amiloide en la muestra del sujeto.

También esta comprendido un método para determinar el grado de carga de placas amiloidogénicas en
un tejido y/o en un y/o en fluidos corporales de un sujeto en necesidad del mismo que comprende

(a) obtener una muestra representativa del tejido y/o de los fluidos corporales del sujeto bajo
investigacion;

(b) probar la muestra para la presencia de proteina amiloide con un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo a la invencion, pero particularmente un anticuerpo
quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo
a la invencion y como se describe anteriormente en la presente, y/o una parte funcional del mismo;

(c) determinar la cantidad de anticuerpo unida a la proteina; y

(d) calcular la carga de placas en el tejido y/o fluidos corporales del sujeto.

En particular, se describe un método para determinar el grado de carga de placas amiloidogénicas en un
tejido y/o en fluidos corporales de un sujeto en necesidad del mismo, en donde la formacién del complejo
inmunolégico en el paso c) se determina de tal forma que la presencia o ausencia del complejo
inmunoldgico correlaciona con la presencia o0 ausencia de proteina amiloide.

Adicionalmente, se describe un kit de prueba para la deteccion y diagnosis de enfermedades y afecciones
asociadas a amiloides en un sujeto, que comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal de acuerdo a la invencién, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, 0 un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo a la invencién y como se
describe anteriormente en la presente, y/o una parte funcional del mismo.

En particular, se describe un kit de prueba para la deteccion y diagnosis de enfermedades y afecciones
asociadas a amiloides en un sujeto en necesidad del mismo, que comprende un recipiente que retiene
uno o mas anticuerpos de acuerdo a la presente invencion, y/o una parte funcional de los mismos, e
instrucciones para el uso de los anticuerpos para el propésito de la unién a la proteina amiloide para
formar un complejo inmunoldgico y para detectar la formacion del complejo inmunoldgico de tal forma que
la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico correlacione con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide.

También se describen en esta memoria métodos y composiciones para prevenir, tratar o detectar una
enfermedad asociada con amiloidosis en un sujeto en necesidad de lo mismo usando inmunoglobulinas
como se describe en la presente que comprenden ademas una region Fc variante, en donde la region Fc
variante comprende al menos una modificacion de aminoacido con relacion a la regién Fc tipo silvestre.
La region Fc media la funcién efectora del anticuerpo o fragmento del mismo. Al modular la capacidad de
la porcion Fc del anticuerpo o fragmento del mismo al unirse a o activar su receptor, es posible anular o
mejorar la funcién efectora del anticuerpo o fragmentos del mismo.

De esta manera, también se describe un anticuerpo o fragmento del mismo de la invencion que
comprende ademas una region Fc variante que comprende al menos una mutacion de aminoacido que
disminuye la funcién efectora. Especificamente, la por lo menos una mutacién de aminoacido disminuye la
glicosilacion del anticuerpo o fragmento del mismo. Especificamente, la por lo menos una mutacion de
aminoacido disminuye la unién a un receptor Fc cognado. Especificamenten, la al menos una mutacién de
aminoacido disminuye la activacion de un receptor Fc cognado en la unién del anticuerpo o fragmento del
mismo. Especificamente, la region Fc variante es una region Fc variante de IgG1l. Especificamente, el
anticuerpo o fragmento del mismo comprende una mutacion D265A en la region Fc.

Se describe en esta memoria un anticuerpo o fragmento del mismo de la invencion que comprende
ademas una region Fc variante que comprende al menos una mutaciéon de aminoacido que disminuye la
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funcion efectora. Especificamente, la al menos una mutaciéon de aminoacido mejora la glicosilaciéon del
anticuerpo o fragmento del mismo. Especificamente, la al menos una mutacion de aminoacido incrementa
la union a un receptor de Fc cognado. Especificamente, la al menos una mutacion de aminoacido
incrementa la activacion de un receptor de Fc cognado en la unién del anticuerpo o fragmento del mismo.
Estos y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion llegaran a ser evidentes después
de una revision de la siguiente descripcion detallada de la modalidad descrita y de las reivindicaciones
anexas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Figura 1 (Ejemplo 2): Vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo quimérico.
Figura 2 (Ejemplo 2): Vector de expresién de cadena ligera de anticuerpo quimérico.

Figura 3 (Ejemplo 2): Casete de expresion de la Region Variable de Cadena Ligera de raton del
Anticuerpo quimérico

Figura 4 (Ejemplo 2): Casete de expresion de la Region Variable de Cadena Pesada de ratén del
Anticuerpo quimérico

Figura 5 (Ejemplo 5.2): Comparacion de la Region Variable de Cadena Pesada de raton a la secuencia de
linea germinal murina més cercana

Figura 6 (Ejemplo 8): Actividad de anticuerpo C2 humanizados, purificados

Figura 7 (Ejemplo 9): Actividad de unién de los anticuerpos producidos por expresion transiente de
construcciones CDRL2 modificadas con C2 en union con cadena pesada hibrida de C2, en comparacion
al anticuerpo quimérico C2ChVHAF/ChVK, producido por transfeccidn transiente y anticuerpo purificado.

Figura 8 (Ejemplo 11): Resultados del Ensayo de Union Inmunohistoquimica con el anticuerpo quimérico
AF (IgG4) y el anticuerpo humanizado H4K1 (1gG4).

Figura 9 (Ejemplo 12): Funcionalidad de mC2 en fibras Amiloides. A). Comparacion de los espectros de
13C CPMAS vy ajustes para las fibras amiloides B1-42 marcadas con U-"*C Tyr10 y Vall2, incubadas con
PBS (a la izquierda sirvi6 como control) o ACI-7-C2 (derecha) durante 24 horas y luego se liofilizé. El pico
en ¢33 ppm corresponde a la conformacion de beta-hoja de las fibras en tanto que el pico a 30 ppm es el
resultado de la conformacién de espiral aleatoria. B) Comparacién de los pardmetros ajustados para las
dos conformaciones de Val12 CB. Los desplazamientos quimicos ajustados para las dos conformaciones
son bastante similares pero son muy diferentes las intensidades integrales, que reflejan una reduccién en
la conformacion original de la beta-hoja por aproximadamente 35% (1-(53.5/81.7)), de acuerdo con el
valor obtenido de la medicion fluorescente.

Figura 10 (Ejemplo 12): Afinidad de Unién de C2 humanizado en ELISA.
Figura 11 (Ejemplo 14): Unién especifica de la conformacién de mC2 a diferentes clases de Proteina
Amiloide. La preparacion de sedimento en la leyenda a esta figura se refiere a las fibras ABi-12, la

preparacion de sobrenadante se refiere a mondmeros amiloides.

Figura 12: Secuencias VK de C2 humanizadas en comparacién a la secuencia murina y las secuencias
aceptoras humanas DPK15 y Jk1.

Figura 13: Secuencias VH de C2 humanizadas en comparacidon a secuencia murina y secuencias
aceptoras humanas DP54 y J,6.

Figura 14: ADN completo y secuencia de proteina de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo
humanizado C2, C2HuVK1.

Figuras 15-1 a 15-5: ADN completo y secuencia de proteina de la region constante de cadena ligera (C
Kappa humana) del anticuerpo C2 humanizado.

Figuras 16-1 a 16-2: ADN completo y secuencia de proteina de la region constante de cadena pesada
(IgG4 humana ser228-pro) del anticuerpo C2 humanizado.

Figuras 17-1 a 17-3 (Ejemplo 15): Resultados de los experimentos de correlacion de epitopos.

Figura 18 (Ejemplo 13): Resultados de los experimentos de ensayo de agregacion.
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Figura 19 (Ejemplo 13): Resultados de los experimentos del ensayo de desagregacion.

Figura 20 (Ejemplo 16): Resultados de los experimentos de neuroproteccién con el anticuerpo C2
humanizado.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1.- Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada humanizada (CDR1)
de C2 HuVH AF4.

SEQ ID NO: 2.- Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada humanizada (CDR2)
de C2 HuVH AF4.

SEQ ID NO: 3.- Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada humanizada (CDR3)
de C2 HuVH AF4.

SEQ ID NO: 4.- Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera humanizada (CDR1) de
C2 HuvK 1.

SEQ ID NO: 5.- Secuencia de amino&cidos de la regién variable de cadena ligera humanizada (CDR2) de
C2 HuVvK 1.

SEQ ID NO: 6.- Secuencia de aminoé&cidos de la regién variable de cadena ligera humanizada (CDR3) de
C2 HuVvK 1.

SEQ ID NO: 7.- Secuencia de aminoacidos de la region 2 de epitopo de AB.

SEQ ID NO: 8.- Secuencia de aminoacidos de la region 1 de epitopo de AB.

SEQ ID NO: 9.- Secuencia de aminoacidos de la regién 2 modificada de epitopo de AB.
SEQ ID NO: 10.- Secuencia de aminoacidos de la regiéon 1 modificada de epitopo de AB.
SEQ ID NO: 11.- Secuencia de aminoéacidos de la region modificada, completa de epitopo.

SEQ ID NO: 12.- Secuencia de aminoéacidos de la regién variable de cadena ligera humanizada de C2
HuVK 1.

SEQ ID NO: 13.- Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera humanizada de C2.
SEQ ID NO: 14.- Secuencia de aminoacidos de la region constante de cadena ligera de C2 humanizada.

SEQ ID NO: 15.- Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada humanizada de C2
HuVH AF 4.

SEQ ID NO: 16.- Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada humanizada de C2.
SEQ ID NO: 17.- Secuencia de aminoacidos de la region modificada de cadena C de IG gamma-4.

SEQ ID NO: 18.- Secuencia de nucleétido de CDR2 de region variable de cadena pesada humanizada de
C2 HuVH AF 4.

SEQ ID NO: 19.- Secuencia de nucleétido de CDR3 de regién variable de cadena pesada humanizada de
C2 HuVH AF 4.

SEQ ID NO: 20.- Secuencia de nucleétido de CDR1 de regién variable de cadena pesada humanizada de
C2 HuVK 1.

SEQ ID NO: 21.- Secuencia de humedad de regién variable de cadena ligera humanizada de C2 HuVvK 1.
SEQ ID NO: 22.- Secuencia de nucleétidos de cadena ligera humanizada de C2.
SEQ ID NO: 23.- Secuencia de nucleétidos de region constante de cadena ligera humanizada de C2.

SEQ ID NO: 24.- Secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada humanizada de C2
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HuUVH AF 4.

SEQ ID NO: 25.- Secuencia de nucledtidos de cadena pesada humanizada de C2.

SEQ ID NO: 26.- Secuencia de nucleétidos de region constante de cadena pesada humanizada de C2.
SEQ ID NO: 27.- Secuencia de aminoacidos de la Region Variable de la Cadena Ligera de C2 de Raton.
SEQ ID NO: 28.- Secuencia de aminoacidos de la Region Variable de Cadena Pesada de C2 de Raton.
SEQ ID NO: 29.- Secuencia de nucledtidos de Region Variable de Cadena Ligera de C2 de Ratén.

SEQ ID NO: 30.- Secuencia de nuclettidos de Cadena Ligera de C2 de Raton.

SEQ ID NO: 31.- Secuencia de nuclettidos de Region Variable de Cadena Pesada de C2 de Raton.
SEQ ID NO: 32.- Secuencia de nucleétidos de Cadena Pesada de C2 de Raton.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Los términos “polipéptido”, “péptido”, y “proteina”, como se usa en la presente, son indistintos y se definen
como que significan una biomolécula compuesta de amino&cidos enlazados por un enlace peptidico.

Los términos “un”, “una” y “el(la)” como se usan en la presente se definen que significan “uno o mas” e
incluyen lo plural a menos que el contexto sea inapropiado.

El texto “enfermedades y trastornos que se provocan por o estan asociadas con proteinas amiloides o tipo
amiloides” incluye, pero no se limita a, enfermedades y trastornos provocados por la presencia o actividad
de proteinas tipo amiloide en estado monomeérico, de fibrillas o polimérico, o cualquier combinacion de los
tres. Estas enfermedades y trastornos incluyen, pero no se limitan a, amiloidosis, tumores
enddcrinos, y degeneracion macular.

El término “amiloidosis” se refiere a un grupo de enfermedades y trastornos asociados con formacion de
placas amiloides que incluyen, pero no se limitan a, amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada a la
edad tal como enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neuroldgicos tal como
Enfermedad de Alzheimer (AD), incluyendo enfermedades o condiciones caracterizadas por una pérdida
de capacidad de memoria cognitiva tal como por ejemplo, deterioro cognitivo moderado (MCI), demencia
por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés);
complejo de Parkinson-demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan en o estan
asociadas con proteinas tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple;
enfermedad de Creutzfeld-Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada a VIH, ALS (esclerosis
lateral amiotréfica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM), Diabetes de Comienzo en Adulto; amiloide
cardiaca senil, asi como enfermedades del ojo que incluyen degeneracién macular, neuropatia Optica
relacionada a granulos, y cataratas debidas a depdsitos beta-amiloides.

Los términos “que detecta” o “detectado” como se usan en la presente significan el uso de técnicas
conocidas para la deteccion de moléculas bioldgicas tal como métodos inmunoquimicos o histolégicos y
se refieren a determinar de manera cualitativa o cuantitativa la presencia o concentracion de la
biomolécula bajo investigacion.

“Amiloide soluble polimérico” se refiere a multiples monémeros agregados de péptidos amiloides, o de
péptidos tipo amiloide, o de péptidos amiloides modificados o truncados o de otros derivados de péptidos
amiloides que forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son solubles en el mamifero o cuerpo
humano, mas particularmente en el cerebro, pero particularmente a multiples monémeros agregados de
amiloide B (AB) o de péptidos amiloides B (AB) modificados o truncados o de derivados de los mismos,
que son solubles en el cuerpo de mamifero o humano, mas particularmente en el cerebro.

“Amiloide B, AR o B-amiloide” es un término reconocido en la técnica y se refiere a proteinas y péptidos
amiloides B, proteina precursora amiloide 8 (APP), asi como a modificaciones, fragmentos y equivalentes
funcionales de los mismos. En particular, por amiloide f como se usa en la presente se quiere decir
cualquier fragmento producido por escision proteolitica de APP pero especialmente aquellos fragmentos
que estan comprendidos en o estan asociados con patologias de amiloides que incluyen, pero no se
limitan a, AB1-38, AB1-39, AB1-40, AB1-41, AB1-42 Y AB1-43.

La estructura y secuencias de los péptidos amiloides B como se menciona anteriormente es bien conocida
por los expertos en la técnica y los métodos para producir estos péptidos o para extraerlos del cerebro y
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otros tejidos se describen, por ejemplo, en Glenner y Wong, Biochem Biophys Res Comm 129, 885-890
(1984). Ademas, los péptidos amiloides B también estan comercialmente disponibles en varias formas.

Por “aislado” se quiere decir una molécula bioldgica libre de al menos algunos de los componentes con
los cuales se presenta de manera natural.

Los términos “anticuerpo” o “anticuerpos” como se usan en la presente son términos reconocidos en la
técnica y se entiende que se refieren a moléculas o fragmentos activos de moléculas que se unen a
antigenos conocidos, particularmente a moléculas de inmunoglobulina y a porciones inmunolégicamente
activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién que se une
de manera especifica a un antigeno. Una inmunoglobulina es una proteina que comprende uno o mas
polipéptidos sustancialmente codificados por los genes de la regién constante de inmunoglobulina kappa
y lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi como una miriada de genes de regiones variables de
inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican ya sea como kappa o lambda. Las cadenas pesadas
se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon, que a su vez definen las clases de inmunoglobulina,
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. También se conocen sub-clases de la cadena pesada. Por
ejemplo, las cadenas pesadas de IgG en humanos pueden ser cualquiera de las subclases IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4. La inmunoglobulina de acuerdo a la invenciéon puede ser de cualquier clase (IgG, IgM, IgD,
IgE, IgA e IgY) o cualquier subclase (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl e IgA2) de la molécula de
inmunoglobulina.

Como se usa en la presente, “se une de manera especifica” con referencia a un anticuerpo significa que
el anticuerpo se une a su antigeno objetivo con mayor afinidad que lo que lo hace a un antigeno
estructuralmente diferente.

Se sabe que una unidad estructural tipica de inmunoglobulina comprende un tetramero. Cada tetramero
esta compuesto de dos pares idénticos de cadenas de polipéptido, cada par que tiene una cadena “ligera”
(aproximadamente 25 kD) y una cadena “pesada” (aproximadamente 50-70 kD). El N-término de cada
cadena define una regién variable de aproximadamente 100 a 110 6 mas aminoacidos, principalmente
responsables del reconocimiento del antigeno. Los términos cadena ligera variable (V.) y cadena
pesada variable (V4) se refieren respectivamente a las cadenas ligera y pesada.

Los anticuerpos existen como anticuerpos intactos de longitud completa o como varios fragmentos bien
caracterizados producidos por la digestion con varias peptidasas o productos quimicos. De esta manera,
por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo por abajo de los enlaces de disulfuro en la region de
articulacion para producir F(ab’),, un dimero de Fab que en si mismo es una cadena ligera unida a Vu-
CH1 por un enlace de disulfuro. El F(ab’), se puede reducir bajo condiciones moderadas para romper el
enlace de disulfuro en la regidon de articulacion, convirtiendo de este modo el dimero F(ab’), en un
mondémero Fab’. El monémero Fab’ es esencialmente un fragmento Fab con parte de la regiéon de
articulacion (ver, Fundamental Immunology, W. E. Paul, Ed., Raven Press, N.Y. (1993), para una
descripcion mas detallada de otros fragmentos de anticuerpo). En tanto que se definen varios fragmentos
de anticuerpo en términos de la digestién de un anticuerpo intacto, un experto en la técnica apreciara que
se puede sintetizar cualesquiera de una variedad de fragmentos de anticuerpo, de novo ya sea de manera
guimica o al utilizar metodologia de ADN recombinante. De esta manera, el término anticuerpo, como se
usa en la presente también incluye fragmentos de anticuerpo ya sea producidos por la modificacion de
anticuerpos enteros o sintetizados de novo o anticuerpos y fragmentos obtenidos al usar metodologias de
ADN recombinante.

Se proponen los “anticuerpos” dentro del alcance de la presente invencion para que incluyan anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos quiméricos, de cadena individual, biespecificos,
simianizados, humanos y humanizados asi como fragmentos activos de los mismos. Los ejemplos de
fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos incluyen cadenas ligeras y
pesadas separadas, fragmentos Fab, Fab/c, Fv, Fab’y F(ab’),, incluyendo los productos de una
biblioteca de expresion de inmunoglobulina de Fab y los fragmentos de unién a epitopo de
cualesquiera de los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

Estos fragmentos activos se pueden derivar de un anticuerpo de la presente invencidn por varias técnicas.
Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden escindir con una enzima, tal como pepsina, y
someter a filtracién en gel por HPLC. La fraccion apropiada que contiene fragmentos Fab de esta manera
se puede recolectar y concentrar bajo filtracion de membrana y similares. Para descripcién adicional de
técnicas generales para el aislamiento de fragmentos activos de anticuerpos, ver por ejemplo, Khaw, B. A.
et al.,, J. Nucl. Med. 23:1011-1019 (1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121:663-69,
Academic Press, 1986.

Los anticuerpos producidos de manera recombinante pueden ser anticuerpos convencionales de longitud
completa, fragmentos activos de anticuerpo conocidos de digestion proteolitica, fragmentos Unicos activos

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2529174 T3

de anticuerpo tal como Fv o Fv de cadena individual (scFv), anticuerpos suprimidos de dominios, y
similares. Un anticuerpo de Fv es de aproximadamente 50 Kd de tamafio y comprende las regiones
variables de la cadena ligera y pesada. Un polipéptido de Fv de cadena individual (“scFv”) es un
heterodimero VH::VL covalentemente enlazado que se puede expresar de un acido nucleico que incluye
secuencias que codifican para VH y VL ya sea unidas de manera directa o unidas por un ligador que
codifica para péptidos. Ver Huston, et al. (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883. Varias
estructuras para convertir las cadenas de polipéptido ligera y pesada, naturalmente agregadas, pero
quimicamente separadas, de una region V de anticuerpo en una molécula scFv que se plegara en una
estructura tridimensional sustancialmente similar a la estructura de un sitio de unién a antigeno. Ver, por
ejemplo, las patentes de los Estados Unidos numeros 5,091,513, 5,132,405 y 4,956,778.

El sitio de combinacion se refiere a la parte de una molécula de anticuerpo que participa en la union al
antigeno. El sitio de union a antigeno se forma por residuos de aminoacido de las regiones variables (“V”)
N-terminales de las cadenas pesada (“H”) y ligera (“L”). Las regiones variables de anticuerpo
comprenden tres tramos altamente divergentes referidos como “regiones hipervariables” o “regiones
determinantes de complementariedad” (CDR) que se interponen entre tramos de flanqueo mas
conservados conocidas como “regiones menos variables” (FR). En una molécula de anticuerpo, las tres
regiones hipervariables de una cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) y las tres regiones
hipervariables de una cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) estan colocadas con relacion una a la
otra en el espacio tridimensional para formar una superficie o cavidad de unién a antigeno. Por lo tanto,
el sitio de combinacion de anticuerpo representa los aminoacidos que constituyen las CDR de un
anticuerpo o cualquier residuo de regiones menos variables que constituyan la cavidad del sitio de union.

La identidad de los residuos de aminoacido en un anticuerpo particular que constituyen el sitio de
combinacion, se puede determinar usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se
pueden identificar CDR de anticuerpo como las regiones hipervariables originalmente definidas por Kabat
et al. (ver, “Sequences of Proteins of Immunological Interest’, E. Kabat et al., U.S. Department of Health
and Human Services; Johnson, G y Wu, TT (2001) Kabat Database and its applications: future directions.
Nucleic Acids Research, 29: 205-206; http://immuno.bme.nwa.edu). Las posiciones de las CDR también
se pueden identificar como las estructuras de asa estructural originalmente descritas por Chothia y otros,
(ver Chothia y Les, J. Mol. Biol. 196, 901 (1987); Chothia et al., Nature 342, 877 (1989), y Tramontano et
al., J. Mol. Biol. 215, 175 (1990)). Otros métodos incluyen la “definicion de AbM” que es un compromiso
entre Kabat y Chothia y se deriva usando el software de modelado de anticuerpos Oxford Molecular AbM
(ahora Accelrys) o la “definicion de contacto” de las CDR por Macallum et al.,, (“Antibody-antigen
interactions: contact analysis and binding site topography”, J Mol Biol. 1996 Oct 11; 262(5):732-45). Las
siguientes graficas identifican a las CDR en base a varias definiciones conocidas.

Asa Kabat AbM Chothia De contacto
L1 L24-L34 L24-L34 L24-L34 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L56 L46-L55

L3 L89-L97 L89-L97 L89-L97 L89-L96

H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32...34 H30-H35B
(Numeracion de Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H-26-H32 H30-H35
(Numeracion de Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H52-H56 H47-H58
H3 H95-H102 H95-H102 H95-H102 H93-H101

Las guias generales por las cuales se pueden madificar las CDR en un anticuerpo de la secuencia sola
son como sigue:
LCDR1:
Inicio.- Aproximadamente residuo 24.
Residuo anterior es siempre una Cys.
Residuo posterior es siempre Trp. Tipicamente, TRP se sigue por TYR-GLN, pero siempre se puede
seguir por LEU-GLN, PHE-GLN, o TYR-LEU.
Longitud es de 10 a 17 residuos.
LCDR2:
Inicio.- 16 residuos después del final de L1.
Secuencia antes en general es ILE-TYR, pero también puede ser VAL-TYR, ILE-LYS, o ILE-PHE.
Longitud en general es de 7 residuos.
LCDRS:
Inicio.- En general 33 residuos después del final de L2.
Residuo antes es una Cys.
Secuencia después es PHE-GLY-X-GLY.
Longitud es 7 a 11 residuos.
HCDR1:
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Inicio.- En aproximadamente residuo 26 (cuatro residuos después de una CYS) [definicion Chothia/AbM]
Definicion de Kabat inicia 5 residuos posterior.
Secuencia antes es CYS-X-X-X.
Residuos después es un TRP, tipicamente seguido por VAL, pero también seguido por ILE, o ALA.
Longitud es de 10 a 12 residuos bajo definicion de AbM en tanto que la definicién de Chothia excluye los
Ultimos 4 residuos.
HCDR2:
Inicio.- 15 residuos después del final de la definicion de Kabat/AbM de CDR-H1.
Secuencia antes es tipicamente LEU-GLU-TRP-ILE-GLY (SEQ ID NO: 1), pero son posibles varias
variaciones.
Secuencia después es LYS/ARG-LEU/ILE/VAL/PHE/THR/ALA-THR/SER/ILE/ALA.
Longitud es de 16 a 19 residuos bajo definicion de Kabat (definicion de AbM termina 7 residuos antes).
HCDR3:
Inicio.- 33 residuos después del final de CDR-H2 (dos residuos después de una CYS).
Secuencia antes es CYS-X-X (tipicamente CYS-ALA-ARG).
Secuencia después es TRP-GLY-X-GLY.
Longitud es de 3 a 25 residuos.

La identidad de los residuos de aminoacido es un anticuerpo particular que estéan fuera de las CDR, pero
sin embargo constituyen parte del sitio de combinacion al tener una cadena lateral que es parte del forro
del sitio de combinacion (es decir, esta disponible para enlace a través del sitio de combinacion), se
puede determinar usando métodos bien conocidos en la técnica tal como modelado molecular y
cristalografia por rayos X. Ver, por ejemplo, Riechmann et al., (1988) Nature, 332::323-327.

Los anticuerpos quiméricos son aquellos en los cuales una o mas regiones del anticuerpo son de una
especie de animal y una o mas regiones del anticuerpo son de una especie diferente de animal. Un
anticuerpo quimérico preferido es uno que incluye regiones de una inmunoglobulina de primate. Un
anticuerpo quimérico para uso clinico en humanos se entiende tipicamente que tiene regiones variables
de un animal no humano, por ejemplo, un roedor, con las regiones constantes de un humano. En
contraste, un anticuerpo humanizado usa las CDR del anticuerpo no humano con la mayoria o todas las
regiones menos variables de, y todas las regiones constantes de, una inmunoglobulina humana.
Tipicamente, se entiende que un anticuerpo quimérico humano tiene las regiones variables de un roedor.
Un anticuerpo quimérico, humano, tipico tiene regiones constantes, pesadas, humanas y regiones
constantes, humanas de cadena ligera con las regiones variables tanto de lo pesado como de lo ligero
gue vienen de un anticuerpo de roedor. Un anticuerpo quimérico puede incluir algunos cambios a una
secuencia nativa de aminoacidos de las regiones constantes humanas y la secuencia nativa de region
variable de roedor. Se pueden preparar anticuerpos quiméricos y humanizados por métodos bien
conocidos en la técnica que incluyen planteamientos de injerto de CDR (ver, por ejemplo, las patentes de
los Estados Unidos numeros 5,843,708; 6,180,370; 5,693,762; 5,585,089; 5,530,101), estrategias de
trasposicion de cadenas (ver, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos nimero 5,565,332; Rader et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998) 95:8910-8915), estrategias de modelado molecular (patente de los
Estados Unidos nimero 5.639.641), y similares.

Un “anticuerpo humanizado” como se usa en la presente en el caso de un anticuerpo de dos cadenas es
uno donde se humaniza al menos una cadena. Una cadena de anticuerpo humanizado tiene una region
variable donde una o mas de las regiones menos variables son humanas. Un anticuerpo humanizado que
es una cadena individual es uno donde la cadena tiene una region variable donde una o méas de las
regiones menos variables son humanas. Las porciones no humanas de la regién variable de la cadena de
anticuerpo humanizado o fragmento de la misma, se derivan de una fuente no humana, particularmente
un anticuerpo no humano, tipicamente de origen de roedor. La contribucion no humana al anticuerpo
humanizado se proporciona tipicamente en la forma de al menos una region CDR que se intercala entre
las regiones menos variables derivadas de una (0o mas) inmunoglobulina(s) humana(s). Ademas, los
residuos de soporte de regiones menos variables se pueden alterar para conservar la afinidad de union.

El anticuerpo humanizado puede comprender ademéas regiones constantes (por ejemplo, al
menos una regién constante o porcién de la misma, en el caso de una cadena ligera, y de
manera preferente tres regiones constantes en el caso de una cadena pesada). Las regiones
constantes de un anticuerpo humanizado si esta presente en general son humanas.

Los métodos para obtener “anticuerpos humanizados” son bien conocidos por los expertos en la técnica.
(Ver, por ejemplo, Queen et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson et al.,
Bio/Technology, 9:421 (1991)).

Un “anticuerpo humanizado” también se puede obtener por un nuevo planteamiento de ingenieria

genética que permite la produccion de anticuerpos policlonales tipo humano madurados por afinidad en
animales grandes tal como por ejemplo, conejos y ratones. Ver, por ejemplo, la patente de los Estados
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Unidos numero 6,632,976.
[*secciones reemplazadas aqui con definiciones anteriores].

El término regién constante (CR) como se usa en la presente se refiere a genes de regiones constantes
de la inmunoglobulina. Los genes de regiones constantes codifican para la porcién de la molécula de
anticuerpo que confiere funciones efectoras. Para anticuerpos humanos quiméricos y anticuerpos
humanizados, tipicamente no humanos (por ejemplo, murinos), las regiones constantes se sustituyen por
regiones constantes humanas. Las regiones constantes de los anticuerpos quiméricos o humanizados
tipicamente se derivan de inmunoglobulinas humanas. La regién constante de cadena pesada se puede
seleccionar de cualquiera de los cinco isotipos: alfa, delta, épsilon, gamma o mu. Adicionalmente, las
cadenas pesadas de las varias sub-clases (tal como las sub-clases de IgG de cadenas pesadas) son
responsables de las diferentes funciones efectoras y de esta manera, al elegir la regiéon constante de
cadena pesada deseada, se pueden producir anticuerpos con la funcién efectora deseada. Las regiones
constantes que se pueden usar dentro del alcance de esta invencion son gamma 1 (IgG1l),
particularmente una regién Fc del isotipo gamma 1 (IgG1l), gamma 3 (IgG3) y especialmente gamma 4
(IgG4). La region constante de cadena ligera puede ser del tipo kappa o lambda, preferentemente del tipo
kappa. En una modalidad, la region constante de cadena ligera es la cadena constante kappa, humana
(Heiter et al., (1980) Cell 22:197-207) y la cadena constante pesada es la cadena constante 1gG4
humana.

El término “regidon Fc” se usa para definir una region C-terminal de una cadena pesada de
inmunoglobulina. La “region Fc” puede ser una region Fc de secuencia nativa o una region Fc variante.
Aungue pueden variar los limites de la regién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina, la regién Fc
de cadena pesada de IgG humana usualmente se define para abarcar desde un residuo de aminoacido a
la posiciobn Cys226, o desde Pro230, al carboxil-término de la misma. La regiébn Fc de una
inmunoglobulina comprende en general dos dominios constantes, CH2 y CH3.

Una “region Fc funcional” posee una “funcion efectora” de una region Fc de secuencia nativa. Las
“funciones efectoras” de ejemplo incluyen la union de Clq; citotoxicidad dependiente de complemento;
unién al receptor de Fc; citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCC); fagocitosis;
reduccion de la expresion de receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de células B; BCR);
etc. Estas funciones efectoras requieren en general que la region Fc se combine con un dominio de unioén
(por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo) y se puede valorar usando varios ensayos como se
describe en la presente, a manera de ejemplo. Una regién Fc funcional incluye en general dos
polipéptidos que contienen cadenas pesadas CH2 y CH3 que estan en asociacion.

Una “region Fc de secuencia nativa” comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia de
aminoacidos de una regién Fc encontrada en la naturaleza de variantes que se presentan de manera
natural de la misma.

Una “regién Fc variante” comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de aquella de una region
Fc de secuencia nativa por virtud de al menos una “modificacion de aminoacido” como se define en la
presente. De manera preferente, la regién Fc variante tiene al menos una sustituciéon de aminoéacido en
comparaciéon a una region Fc de secuencia nativa o a la region Fc de un polipéptido de origen, por
ejemplo, de aproximadamente una a aproximadamente diez sustituciones de aminoéacido, y de manera
preferente de aproximadamente una a aproximadamente cinco sustituciones de amino&cido en una regién
Fc de secuencia nativa o en la regién Fc del polipéptido de origen. La regién Fc variante poseera de
manera preferente en la presente al menos aproximadamente 80% de homologia con una regién Fc de
secuencia nativa y/o con una region Fc de un polipéptido de origen, y de manera mas preferente al menos
aproximadamente 90% de homologia con la misma, de manera mas preferente al menos
aproximadamente 95% de homologia con la misma.

Una “modificacion de aminoacido” se refiere a un cambio en la secuencia de aminoacidos de una
secuencia predeterminada de aminoéacidos. Las modificaciones de ejemplo incluyen una sustitucion,
insercién y/o supresion de aminoacido. La modificacion preferida de aminoacido en la presente es una
sustitucion.

Una “modificacion de aminoacido en” una posicién especificada, por ejemplo, de la region Fc, se refiere a
la sustitucion o supresion del residuo especificado, o a la insercion de al menos un residuo de aminoacido
adyacente al residuo especificado. Por insercion “adyacente” a un residuo especificado se quiere decir
inserciéon dentro de uno o dos residuos del mismo. La insercién puede ser N-terminal o C-terminal al
residuo especificado.

Una “sustitucion de aminoacido” se refiere al reemplazo de al menos un residuo existente de aminoacido

en una secuencia predeterminada de aminoacidos con otro diferente residuo de aminoacido “de
reemplazo”. El residuo o residuos de reemplazo pueden ser “residuos de aminoacido que se presenta de
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manera natural” (es decir, codificados por el cédigo genético) y seleccionado del grupo que consiste de:
alanina (Ala); arginina (Arg); asparagina (Asn); acido aspartico (Asp); cisteina (Cys); glutamina (Gln);
acido glutamico (Glu); glicina (Gly); histidina (His); Isoleucina (lle); leucina (Leu); lisina (Lys); metionina
(Met); fenilalanina (Phe); prolina (Pro); serina (Ser); treonina (Thr); triptofano (Trp); tirosina (Tyr); y valina
(Val). De manera preferente, el residuo de reemplazo no es cisteina. La sustitucién con uno o mas
residuos de aminoacido que no se presentan de manera natural también se abarca por la definicion de
una sustitucion de aminoacido en la presente.

Un “residuo de aminoacido que no se presenta de manera natural” se refiere a un residuo, diferente de
aquellos residuos de aminoacido que se presentan de manera natural, listados anteriormente, que es
capaz de unirse covalentemente a residuos adyacentes de aminoacidos en una cadena de polipéptido.
Los ejemplos de residuos de aminoacidos que no se presentan de manera natural incluyen norleucina,
ornitina, norvalina, homoserina y otros analogos de residuos de aminoacido tal como aquellos descritos
en Ellman et al., Meth. Enzym. 202:301-336 (1991). Para generar estos residuos de aminoacido que no se
presentan de manera natural, se pueden usar los procedimientos de Noren et al. Science 244:182 (1989)
y Ellman et al., supra. De forma concisa estos procedimientos comprenden activar quimicamente un ARNt
supresor con un residuo de aminoacido que no se presente da manera natural seguido por trascripcion y
traduccion in vitro del ARN.

Una “insercion de aminoacidos” se refiere a la incorporacién de al menos un aminodacido en una
secuencia predeterminada de aminoé&cidos. En tanto que la insercién consistira usualmente de la
inserciéon de uno o dos residuos de aminoacido, la presente solicitud contempla “inserciones peptidicas”
maés grandes por ejemplo, insercién de aproximadamente tres a aproximadamente cinco o aln hasta
aproximadamente diez residuos de amino&cido. Los residuos insertados pueden ser que se presente de
manera natural o que no se presente de manera natural como se describe anteriormente.

Una “supresion de aminoacido” se refiere a la remocién de al menos un residuo de aminoacido de una
secuencia predeterminada de aminoécidos.

“Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo” o “ADCC” se refieren a una forma de
citotoxicidad en la cual el anticuerpo segregado unido al antigeno objetivo expresado por las células
objetivo se reconoce por receptores de Fc (FCR) presentes en ciertas células citotoxicas (por ejemplo
células Aniquiladoras Naturales (NK), neutrofilo, y macréfagos) que permiten que estas células efectoras
citotoxicas se unan de manera especifica para reconocer la célula objetivo revestida con anticuerpo y
aniquilen de manera subsiguiente la célula objetivo con citotoxina. Las células primarias para mediar la
ADCC, células NK, expresan FcyRIIl Unicamente, en tanto que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y
Fcy RIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resumen en la Tabla 3 en la pagina 464 de
Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para valorar la actividad de ADCC de una
molécula de interés, se puede realizar un ensayo de ADCC in vitro, tal como aquel descrito en las
patentes de los Estados Unidos Nos. 5,500,362 6 5,821,337. Las células efectoras (tiles para estos
ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células Aniquiladoras Naturales
(NK). De manera alternativa, o adicionalmente, se puede valorar in vivo la actividad de ADCC de la
molécula de interés, por ejemplo, en un modelo de animal tal como aquel descrito en Clynes et al. PNAS
(USA) 95:652-656 (1998).

Las “células efectoras inmunitarias” son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan funciones
efectoras. De manera preferente, las células expresan al menos FcyRIll y realizan la funcién efectora de
ADCC. Los ejemplos de leucocitos humanos que median ADCC incluyen células mononucleares de
sangre periférica (PBMC), células aniquiladoras naturales (NK), monocitos, células T citotdxicas y
neutrofilos; con las PBMC y las células NK que son las preferidas. Las células efectoras se pueden aislar
de una fuente nativa de las mismas, por ejemplo, de sangre o PBMC como se describe en la presente.

“La citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC” se refiere a lisis dependiente de complemento de
una célula objetivo que se ha unido por anticuerpo reactivo con antigeno expresado por la célula objetivo.
La activacion de la ruta clasica de complemento se inicia por la union del primer componente del sistema
de complemento (C1q) a anticuerpos (de la subclase apropiada) que se unen a su antigeno cognado.
Para valorar la activaciéon de complemento se puede realizar un ensayo de CDC, por ejemplo como se
describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996).

Un polipéptido con una Fc variante de IgG con afinidad “alterada” de unié a FcR o actividad de ADCC es
uno que tienen ya sea actividad mejorada o reducida de unién de FcR (FcyR o FcRn) y/o actividad de
ADCC en comparacion a un polipéptido de origen o un polipéptido que comprende una region Fc de
secuencia nativa. La Fc variante que “exhibe unién incrementada” a un FcR se une al menos a un FcR
con mejor afinidad que el polipéptido de origen. La mejora en la unién en comparacion a un polipéptido de
origen puede ser aproximadamente 3 veces, de manera preferente aproximadamente 5, 10, 25, 50, 60,
100, 150, 200, hasta 500 veces, o aproximadamente 25 % a 1000 % de mejora en la union. La variante de
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polipéptido que “exhibe unién disminuida” a FcR, se une al menos un FcR con peor afinidad que un
polipéptido de origen. La disminucién en la unién en comparacion a un polipéptido de origen puede ser de
aproximadamente 40 % o mas disminucién en la unién. Estas variantes de Fc que presentan unién
disminuida a un FcR pueden poseer poca 0 ninguna union apreciable a un FcR, por ejemplo, 0-20 % de
unién al FcR en comparacion a la region Fc de IgG de secuencia nativa, por ejemplo como se determina
en los Ejemplos de la presente.

El polipéptido que comprende una Fc variante que “exhibe ADCC incrementada” o media la citotoxicidad
mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCC) en la presencia de células efectoras humanas mas
efectivamente que un polipéptido que tiene Fc de IgG tipo silvestre es una que vitro 0 in vivo es
sustancialmente mas efectiva en mediar la ADCC, cuando las cantidades de polipéptido con regién Fc
variante y el polipéptido con region Fc tipo silvestre usadas en el ensayo son esencialmente las mismas
(todos los otros factores que son iguales). En general estas variantes se identificaran usando un ensayo
de ADCC in vitro, pero se contemplan otros ensayos o métodos para determinar la ADCC, por ejemplo en
un modelo de animal, etc. La variante preferida es de aproximadamente 5 veces a aproximadamente 100
veces, por ejemplo de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 veces, mas efectiva en mediar la
ADCC que la Fc tipo silvestre.

El término “anticuerpo monoclonal” también es bien reconocido en la técnica y se refiere a un anticuerpo
gue es el producto de una célula individual clonada productora de anticuerpo. Los anticuerpos
monoclonales se producen tipicamente al fusionar una célula B productora de anticuerpos, normalmente
de vida corta, a una célula de crecimiento rapido, tal como una célula de cancer (algunas veces referida
como una célula “inmortal”). La célula hibrida resultante o hibridoma, se multiplica rapidamente creando
un clon que produce el anticuerpo.

Para el propdsito de la presente invencion, el “anticuerpo monoclonal” también se va a entender que
comprende anticuerpos que se producen por un clon madre no alcanzado monoclonalidad completa.

“Anticuerpo funcionalmente equivalente" se entiende dentro del alcance de la presente invencién que se
refiere a un anticuerpo que comparte sustancialmente al menos una propiedad funcionalmente principal
con un anticuerpo mencionado anteriormente y descrito en la presente, que comprende: especificidad de
union a la proteina S-amiloide, particularmente a la proteina Api-42, y de manera mas particular a la regién
de epitopo 16-21 de la proteina Api-s2, inmunoreactividad in vitro, inhibicién de la agregacion de los
monomeros Api.a2 en fibrillas poliméricas de alto peso molecular y/o desagregacion de fibrillas poliméricas
Api-42 preformadas, y una propiedad de interrupcion de fS-hoja y alivio de los efectos de amiloidosis, un
grupo de enfermedades y trastornos asociados con formacion de placas amiloide que incluye amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada a la edad tal como enfermedades que incluyen pero no se limitan a,
trastornos neuroldgicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD), Demencia por cuerpo de Lewy,
Sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés); complejo de
Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan en muestras asociados con
proteinas tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis mdltiple; enfermedad de
Creutzfeld-Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada a VIH, ALS (esclerosis lateral
amiotrdéfica), Diabetes de Comienzo en Adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores endrocrinos y otros
incluyen degeneracion macular, cuando se administran de manera profilactica o terapéuticamente. Los
anticuerpos pueden ser de cualquier clase tal como 1gG, IgM, o IgA, etc o cualquier subclase tal como
1gG1, 1gG2a, etc y otras subclases mencionadas anteriormente en la presente conocidas en la técnica,
pero particularmente la clase IgG4. Adicionalmente, los anticuerpos se pueden producir por cualquier
método, tal como visualizacion en fagos, o producidos en cualquier organismo o linea célula, incluyendo
bacterias, insectos, mamiferos u otros tipos de células o lineas celulares que producen anticuerpos con
caracteristicas deseadas, tal como anticuerpos humanizados. Los anticuerpos también se pueden formar
al combinar una porcién Fab y una region Fc de diferentes especies.

El término “hibridar” como se usa se refiere a condiciones convencionales de hibridacién, preferentemente
a condiciones de hibridacién en las cuales se usa 5xSSPE, 1 % SDS, solucién 1x Denhardts como una
solucion y/o temperaturas de hibridacién estan entre 35°C y 70°C, de manera preferente 65°C. Después
de la hibridacién, el lavado se lleva a cabo preferentemente primero con 2xSSC, 1 % SDS y
subsiguientemente con 0.2xSSC a temperaturas entre 35°C y 70°C, de manera preferente a 65°C (con
respecto a la definicion de SSPE, SSC y solucion Denhardts ver Sambrook et al. loc. cit.). Las condiciones
de hibridacion severa por ejemplo como se describe en Sambrook et al., supra, son particularmente
preferidos. Las condiciones de hibridacién severa particularmente preferida estan por ejemplo presentes
si la hibridaciéon y lavado se presentan a 65°C como se indica anteriormente. Las condiciones de
hibridacion no severas, por ejemplo con hibridacion y lavado que se llevé a cabo a 45°C son menos
preferidas y a 35°C alin menos.

“Homologia” entre dos secuencias se determina por entidad de secuencia. Si dos secuencias que se van
a comparar entre si difieren en longitud, la identidad de secuencia se refiere de manera preferente al
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porcentaje de los residuos de nucledtido de la secuencia mas corta que son idénticos con los residuos de
nucleétidos de la secuencia mas larga. Se puede determinar la identidad de secuencia de manera
convencional con el uso de programa de computadora tal como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence
Analysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science
Drive Madison, WI 53711). Bestfit utiliza el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances
in Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, a fin de encontrar el segmento que tiene la identidad mas alta
de secuencia entre dos secuencias. Cuando se usa Bestfit u otros programa de alineacion de secuencias
para determinar si una secuencia particular tiene por ejemplo un 95 % de identidad con una secuencia de
referencia de la presente invencion, los parametros se ajustan preferentemente de modo que el
porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud completa de la secuencia de referencia y que se
permiten separaciones de homologia de hasta 5 % del nimero total de los nucleétidos en la secuencia de
referencia. Cuando se usa Bestfit, los llamados parametros opcionales se dejan preferentemente en sus
valores preajustados (“por defecto”). Las desviaciones que aparecen en la comparacién entre una
secuencia determinada y las secuencias descritas anteriormente de la invencién se pueden provocar por
ejemplo por adicién, supresion, sustitucion, insercién o recombinacién. Esta comparacién de secuencias
también se puede llevar a cabo de manera preferente con el programa “fasta20u66” (version 2.0u66,
Septiembre 1998 por William R. Pearson y la University of Virginia; ver también W.R. Pearson (1990),
Methods in Enzymology 183, 63-98, ejemplos anexos y http://workbench.sdsc.edu/). Para este propésito
se puede usar los ajustes de parametro “por defecto”.

El anticuerpo de acuerdo a la invencién puede ser una inmunoglobulina o anticuerpo, que se entiende que
tiene cada uno de sus sitios de unidn idénticos (y es multivalente), o en lo alternativo puede ser un
“anticuerpo biespecifico” o “bifuncional”.

Un “anticuerpo biespecifico” o “bifuncional” es un anticuerpo quimérico artificial que tiene dos diferentes
pares de cadena pesadal/ligera y dos diferentes sitios de unién. Los anticuerpos biespecificos se pueden
producir por una variedad de métodos que incluyen fusién de hibridomas o enlace de fragmentos Fab’.
Ver, por ejemplo, Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny et al., J.
Immunol. 148, 1547-1553 (1992).

El término “fragmento” se refiere a una parte o porcidon de un anticuerpo o cadena de anticuerpo que
comprende menos residuos de aminoécido que un anticuerpo intacto o completo o cadena de anticuerpo.
Se pueden obtener fragmentos mediante tratamiento quimico o enzimatico de un anticuerpo intacto
completo o cadena pesada de anticuerpo. También se pueden obtener fragmentos por medios
recombinantes. Los fragmentos de ejemplo incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2, Fabc y/o Fv. El
término “fragmento de unién a antigeno” se refiere a un fragmento de polipéptido de una inmunoglobulina
0 anticuerpo que se une al antigeno o compite con el anticuerpo intacto (es decir, con el anticuerpo intacta
del cual se derivaron) para la unién al antigeno (es decir, unién especifica).

Se producen fragmentos de unién por técnicas de ADN recombinante o por escision enzimatica o quimica
de inmunoglobulinas intactas. Los fragmentos de unién incluyen Fab, Fab’, F(ab’),, Fabc, Fv, cadenas
individuales y anticuerpos de cadena individual.

“Fragmento” también se refiere a un péptido o polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
de al menos 5 residuos contiguos de amino&cido, al menos 10 residuos contiguos de aminoécido, al
menos 15 residuos contiguos de aminoacido, al menos 20 residuos contiguos de aminoacido, al menos 25
residuos contiguos de aminoécido, al menos 40 residuos contiguos de aminoécido, al menos 50 residuos
contiguos de aminoacido, al menos 60 residuos contiguos de aminoacido, al menos 70 residuos contiguos
de aminoéacido, al menos 80 residuos contiguos de aminoacido, al menos 90 residuos contiguos de
aminoacido, al menos 100 residuos contiguos de aminoacido, al menos 125 residuos contiguos de
aminoacido, al menos 150 residuos contiguos de aminoacido, al menos 175 residuos contiguos de
aminoacido, al menos 200 residuos contiguos de aminoacido, o al menos 250 residuos contiguos de
aminoacido de la secuencia de aminoacidos de otro polipéptido. En una modalidad especifica, un
fragmento de un polipéptido retiene al menos una funcion de polipéptido.

El término “antigeno” se refiere a una entidad o fragmento de la misma que puede unirse a un anticuerpo.
Un inmunégeno se refiere a un antigeno que puede producir a una respuesta inmunitaria en un
organismo, particularmente un animal de manera mas particular un mamifero incluyendo un humano. El
término antigeno incluye regiones conocidas como determinantes antigénicos o epitopos que se refiere a
una porcion del antigeno (que se ponen en contacto o que juegan un papel significativo en el soporte de
gue un contacto reside en el antigeno responsable de la antigenicidad o determinantes antigénicos.

Como se usa en la presente, el término “soluble” significa parcial o completamente disuelto en una
solucion acuosa.

También como se usa en la presente, el término “inmunogénico” se refiere a sustancias que provocan la
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produccién de anticuerpos, células T y otras células inmunitarias reactivas dirigidas contra un antigeno del
inmundégeno.

Se presenta una respuesta inmunitaria cuando un individuo produce suficientes anticuerpos, células T y
otras células inmunitarias activas contra composiciones inmunogénicas administradas de la presente
invencion para moderar o aliviar el trastorno que se va a tratar.

El término inmunogenicidad como se usa en la presente se refiere a una medida de la capacidad de un
antigeno para producir una respuesta inmunitaria (humoral o celular) cuando se administra a un receptor.
La presente invencion se relaciona con planteamientos que reducen a imunogenecidad de los presentes
anticuerpos quiméricos humanos o humanizados.

El anticuerpo humanizado de inmunogenicidad reducida se refiere a un anticuerpo humanizado que
exhibe inmunogenicidad reducida con relacion al anticuerpo de origen, por ejemplo, el anticuerpo murino.

El anticuerpo humanizado que retiene sustancialmente las propiedades de unién del anticuerpo de origen
se refiere a un anticuerpo humanizado que retiene la capacidad para unirse de manera especifica al
antigeno reconocido por el anticuerpo de origen usado para producir este anticuerpo humanizado. De
manera preferente, el anticuerpo humanizado exhibira la misma o sustancialmente la misma afinidad de
union al antigeno y la misma avidez como el anticuerpo de origen. De manera ideal, la afinidad del
anticuerpo no sera menor de 10 % de la afinidad del anticuerpo de origen, de manera mas preferente no
menor que aproximadamente 30 %, y de manera mas preferente la afinidad no sera menor que 50 % del
anticuerpo de origen. Son bien conocidos en la técnica los métodos para valorar la afinidad de unién al
antigeno e incluyen ensayos de unién medio-méaximos, ensayos de competicion y andlisis de Scatchard.
Los ensayos adecuados de union al antigeno se describen en esta solicitud.

Una “retro-mutacion” es una mutacioén introducida en una secuencia de nucleétidos que codifica para un
anticuerpo humanizado, la mutacién da por resultado un aminoéacido que corresponde a un aminoacido en
el anticuerpo de origen (por ejemplo, anticuerpo donador, por ejemplo, un anticuerpo murino). Ciertos
residuos de regiones menos variables del anticuerpo de origen se pueden detener mediante la
humanizacion de los anticuerpos de la invencion a fin de detener de manera sustancial las propiedades
de unién del anticuerpo de origen, en tanto que al mismo tiempo se reduce al minimo la inmunogenicidad
potencial del anticuerpo resultante. Tal como se describe en esta memoria, el anticuerpo de origen es de
origen de ratén. Por ejemplo, la retro-mutacion cambia un residuo de regién menos variable humana a un
residuo murino de origen. Los ejemplos de residuo de regidon menos variable que se pueden retro-mutar
incluyenresiduos candnicos, residuos de empaque de interconexién, residuos de origen inusuales que
estan cerca al sitio de union, residuos en la “Zona Vernier” (que forma una plataforma en la cual descansa
la CDR) (Foote & Winter, 1992, J. Mol. Biol. 224, 487-499), y aquellos cercanos a CDR H3.

Como se usa en la presente, un “cambio conservador” se refiere a alteraciones que son sustancialmente
neutrales de forma conformacional o antigénica, que producen cambios minimos en la estructura terciaria
de los polipéptidos mutantes, o que produce cambios minimos en los determinantes antigénicos de los
polipéptidos mutantes, respectivamente, en comparacion a la proteina nativa. Cuando se refiere a los
anticuerpos y fragmentos de anticuerpo descritos en esta memoria, un cambio conservador significa una
sustitucion de amino&cidos que no vuelve al anticuerpo incapaz de unirse al presente receptor. Aquellos
expertos en la técnica seran capaces de predecir que sustituciones de aminoacido se pueden producir en
tanto que mantengan una alta probabilidad de ser conformacionalmente y antigénicamente neutrales.
Esté guia se proporciona, por ejemplo, en Berzofsky, (1985) Science 229:932-940 y Bowie et al. (1990)
Science 247: 1306-1310. Los factores que se van a considerar que afectan probabilidad de mantener
neutralidad conformacional y antigénica incluyen, pero no se limitan a: (a) la sustitucion de aminoacidos
hidr6fobos es menos probable que afecte la antigenicidad debido a que los residuos hidréfobos son
menos probable que estén localizados en el interior de una proteina; (b) la sustitucion de aminoacidos
fisicoquimicamente similares es menos probable que afecte la conformacion debido a que el aminoacido
sustituido imita de manera estructural el aminoacido nativo; y (c) la alteracion de secuencias
evolutivamente conservadas es menos probable que afecte de manera adversa la conformacion puesto
que esta conservacion sugiere que las secuencias de aminoacidos pueden tener importancia funcional.
Un experto en la técnica sera capaz de valorar las alteraciones en la conformacion de proteinas usando
ensayos bien conocidos, tal como, pero no limitado a métodos de fijacibn de microcomplementos
(Wasserman et al. (1961) J. Immunol. 87:290-295; Levine et al. (1967) Meth. Enzymol. 11:928-936) y a
través de estudios de union usando anticuerpos monoclonales dependientes de la conformacion (Lewis et
al. (1983) Biochem. 22:948-954).

Adicionalmente, el término “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de anticuerpo que,
cuando se administra un humano o animal, es suficiente para dar por resultado un efecto terapéutico en el
humano o animal. La cantidad efectiva se determina facilmente por un experto en la técnica siguiendo
procedimientos de rutina.
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Como se usa en la presente, los términos “tratar”, “prevenir”, “que previenen”, “prevencion” se refieren a la
prevencién de la recurrencia o comienzo de uno 0 mas sintomas de un trastorno en un sujeto que resultan
de la administracion de un agente profilactico o terapéutico.

Construccién de Anticuerpos Humanizados

Se describen en esta memoria nuevos métodos y composiciones que comprenden anticuerpos altamente
especificos y altamente efectivos que tienen la capacidad de reconocer y unirse de manera especifica a
epitopos especificos de una variedad de antigenos p-amiloides. Los anticuerpos habilitados por la
ensefianza de la presente invencién son particularmente Utiles para el tratamiento de amiloidosis, un
grupo de enfermedades y trastornos asociados con formacion de placas amiloides que incluye amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada a la edad, que incluye trastornos neurolégicos tal como enfermedad
de Alzheimer (AD), demencia por cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria
con amiloidosis (tipo Holandés); el complejo de Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras
enfermedades que se basan en muestras asociadas con proteinas tipo amiloide tal como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis mudltiple; enfermedad de Creutzfeld-Jacob, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis tipo holandés; enfermedad de Parkinson, demencia relacionada a VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), Diabetes de Comienzo en Adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores
endrocrinos y otros incluyen degeneraciéon macular, por nombrar solo unos pocos.

Una region variable completamente humanizada o reformada de acuerdo a la presente invencién se
puede crear dentro del alcance de la invencion al disefiar primero una secuencia de aminoécidos de
regién variable que contiene CDR no humanas derivadas particularmente de roedor, pero especialmente
CDR derivadas del anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” a todo lo largo de la solicitud y
depositado el 01 Diciembre de 2005 con la “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1B, 38124 Branuschweig, bajo las provisiones del
Tratado de Budapest y acceso dado no. DSM ACC2750) incrustado en secuencias de regiones menor
variables derivadas de humano. La CDR no de humano, particularmente derivadas de roedor, que se
pueden obtener del anticuerpo de acuerdo a la presente invencion, proporcionan la especificidad
deseada. Por consiguiente, estos residuos se van a incluir en el disefio de la regién variable reformada,
esencialmente sin cambio. Cualquiera de las modificaciones se debe restringir de esta manera a un
minimo y se observa cercanamente los cambios en la especificidad y afinidad del anticuerpo. Por otra
parte, los residuos de regiones menos variables en teoria se pueden derivar de cualquier region variable
humana.

A fin de crear un anticuerpo reformado que muestre una afinidad afectable o aun mejorada, una
secuencia de region menos variable humana se debe elegir, que sea igualmente adecuada para crear una
region variable reformada y para retener la afinidad del anticuerpo.

A fin de lograr este objetivo, se desarroll6 la estrategia de mejor ajuste. Como se sabe que las secuencias
de region menos variable sirven para retener las CDR en la orientacion espacial correcta para interaccion
con el antigeno, y que los residuos de region menos variable pueden participar ain algunas veces en la
union al antigeno, estrategia tiene como finalidad reducir al minimo los cambios que pueden afectar
negativamente la estructura tridimensional del anticuerpo al derivar la secuencia de region menos variable
humana, usada para la reformacién de anticuerpo de la regién variable humana que es mas homadloga o
similar a la region variable no humana, particularmente derivada del roedor. También esto aumentara al
méximo la probabilidad que se retendra la afinidad en el anticuerpo reformado.

A su nivel mas simple, la estrategia de “mejor ajuste” comprende comparar la regién V de roedor,
donadora, con todas las secuencias de aminoacidos de region V humanas conocidas, y luego seleccionar
la mas homoéloga para proporcionar las regiones menos variables aceptadoras para los ejercicios de
humanizacion. En realidad, hay varios factores diferentes que se deben considerar, y que pueden tener
influencia en la seleccion final de las selecciones menos variables aceptadoras. Se pueden usar
predicciones por modelado molecular, a este respecto, antes de cualquier trabajo experimental en un
intento para aumentar al maximo la afinidad del anticuerpo reformado resultante. Esencialmente, el
objetivo del modelado es predecir que residuos clave “si los hay” de la regiébn menos variable humana,
mas homologa se deben dejar como en el roedor para obtener la mejor afinidad en el anticuerpo
reformado.

Tal como se describe en esta memoria, las CDR se pueden obtener del anticuerpo monoclonal de raton,
particularmente del anticuerpo monoclonal de ratén ACI-01-Ab7C2 (nombrado “mC2” a todo lo largo de la
solicitud) descrito en la solicitud co-pendiente EP 05 02 7092.5 presentada el 12.12.2005.

Las células de hibridoma FP-12H3-C2, que producen el anticuerpo monoclonal de ratén ACI-01 - Ab7C2
(llamadas “mC2” y hC2 para el anticuerpo C2 humanizado, a todo lo largo de la solicitud) se depositaron
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el 01 de Diciembre de 2005 en la solicitud co-pendiente no EP05027092.5 con la “Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124
Braunschweig, bajo las provisiones del Tratado de Budapest y se le dio en no de acceso DSM ACC2750.

El anticuerpo de raton se puede formular contra una construccién antigénica supra molecular que
comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido S-amiloide,
particularmente del péptido p-amiloide Api.1s, Af116 Y Af1-16(a14), modificado con una porcién hidréfoba tal
como por ejemplo, acido palmitico o una porcion hidréfila tal como por ejemplo, polietilenglol (PEG) o una
combinacion de ambos, en donde la porcion hidréfoba e hidréfila, respectivamente, se unen
covalentemente a cada uno de los términos del péptido antigénico a través de al menos uno,
particularmente uno o dos aminoacidos tal como por ejemplo, lisina, acido glutamico y cisteina o cualquier
otro aminoacido adecuado analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como un dispositivo
conectador para acoplar la porcién hidréfoba e hidréfila al fragmento peptidico. Cuando se usa PEG como
la porcion hidréfila, los términos de PEG libres se unen covalentemente a fosfatidiletanolamina o cualquier
otro compuesto adecuado para funcionar como el elemento de anclaje, por ejemplo, para incrustar la
construccién antigénica en la bi-capa de un liposoma.

En particular, un anticuerpo de ratén se puede formular contra una construccién antigénica
supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del
péptido B-amiloide AB1-16 modificado con una porcion hidrdéfila tal como por ejemplo, polietilenglicol (PEG)
porcion hidréfila que se une de manera covalente a cada uno de los términos del péptido antigénico a
través de al menos uno, particularmente uno o dos aminoacidos de tal forma que por ejemplo, lisina, acido
glutdmico y cisteina o cualquier otro aminoacido adecuado o analogo de aminoacido adecuado capaz de
servir como un dispositivo conectador para acoplar la porcion hidréfoba e hidréfila al fragmento peptidico.
Cuando se usa PEG como la porcion hidréfila, los términos de PEG libres se unen covalentemente a
fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto adecuado para funcionar como el elemento de anclaje,
por ejemplo, para incrustar la construccién antigénica en la bi-capa de un liposoma.

Se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo que comprende en la regién variable al menos una CDR de origen no humano
incrustada en una o mas regiones menos variables derivadas de humano o primate y combinada con una
regién constante derivada de un anticuerpo fuente de humano o primate, anticuerpo quimeérico o un
fragmento del mismo, o anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que es capaz de reconocer y
unirse de manera especifica al péptido monomérico S-amiloide.

Las CDR contienen los residuos que se unen mas probablemente al antigeno y se deben retener en el
anticuerpo reformado. Las CDR se definen por la secuencia de acuerdo a Kabat et al., Sequence of
Proteins of Immunological Interest, 5ta Edicion, The United States Department of Health and Human
Services, The United States Government Printing Office, 1991. Las CDR caen en clases candnicas
(Chothia et al., 1989 Nature, 342, 877-883) donde los residuos claves determinan en gran grado la
conformacion estructural de la asa de CDR. Estos residuos casi siempre se retienen en el anticuerpo
reformado.

En el proceso para preparar un anticuerpo humanizado de acuerdo a la invencion, las secuencias de
aminoéacido de las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de C2 (V4 y Vi) se comparan a
las secuencias Vu y Vi de anticuerpo de roedor en las bases de datos NCBI y Kabat.

El gen de linea germinal de raton de mejor correspondencia a C2 Vi es bb 1, Locus MMU231201,
(Schable et al., 1999). Una comparacion revela que dos aminoacidos difieren de esta secuencia de linea
germinal, ambos localizados en CDRL1. Se pueden encontrar anticuerpos murinos maduros con
secuencia similar, pero no idéntica. Varios tienen una CDRL2 idéntica y CDRL3, pero la CDRL1 de C2
parece ser Unica. La comparacion con las secuencias de Vk de linea germinal humana muestra que los
genes del subgrupo Vil son la mejor correspondencia para C2 Vk (Cox et al., 1994). C2 Vk de esta
manera se puede asignar a el subgrupo de Kabat MUVkII.

DPK15 conjuntamente con la region J humana HuJkl se puede seleccionar para proporcionar las
secuencias de regiones menos variables aceptadoras de la Vk humanizada.

Los residuos en la entrecara entre las cadenas ligera y pesada variables se han definido (Chothia et al.,
1985 J. Mol. Biol, 186, 651-663). Estos usualmente se retienen en el anticuerpo reformado. La Phe en la
posicion 87 de C2 Vk de ratdn es inusual en la entrecara, donde una Tyr es mas comun en el subgrupo
Vill, indicando que este residuo de region menor variable puede ser importante para la actividad del
anticuerpo. Tyr 87 esta presente en C2Vk humanizada y de linea germinal humana.

Las secuencias Vk humanizadas de esta manera se pueden disefiar de tal forma que C2HuVkl1 consiste
en las CDR de C2 Vi de ratén con regiones menos variables de DPK 15 y Jk1 humana. En una modalidad
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especifica de la invencién, se pueden sustituir residuos murino en la region menos variable humana en las
posiciones 45, y/o 87, y/lo 50 y/o 53. El residuo 45 puede estar comprendido en el soporte de la
conformacion de las CDR. El residuo 87 esté localizado en la entrecara o interconexion de los dominios
Vh y Vk. Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de la unién del anticuerpo.

El gen de linea germinal de raton de correspondencia mas cercana a C2 Vy AF es VH7183, Locus AF
120466, (Langdon et al., 2000). La comparacion con las secuencias Vy de linea germinal humana
muestran que los genes del subgrupo Vulll son la mejor correspondencia para C2 Vy. Se puede asignar
C2 Vy AF al subgrupo de Kabat MUVHIIID. La secuencia de DP54 junto con la region J humana HuJu6 se
puede seleccionar para proporcionar las secuencias de regiones menos variables aceptadoras para la Vu
humanizada.

La comparacion muestra que hay nueve diferencias de aminoacido entre las secuencias V4 de C2 y la
secuencia DP54 de linea germinal aceptadora humana y Ju6, la mayoria que se localiza dentro de
CDRH2. Se encuentran anticuerpos murinos maduros con CDRH1 idéntica o similar (un residuos
diferente) o con CDRH2 similar (un residuo diferente), pero ninguno con tres CDR idénticas a C2 Vy AF.
La CDRH3 del anticuerpo C2 es inusualmente corta, que consiste de solo tres residuos. Sin embargo, se
encuentran otros anticuerpos en la base de datos con CDRH3 de esta longitud. El residuo 47 de C2 Vi es
Leu en lugar del Trp mas comun, y el residuo 94 es Ser en lugar de la Arg normal, indicando que estos
residuos de region menos variable pueden ser importantes para la actividad del anticuerpo.

Se pueden disefiar varias secuencias Vy humanizadas. C2HuVHL1 consiste de las CDR C2 VH AF con
regiones menos variables de DP54 y HuJu6. Se pueden sustituir residuos murinos en la regibn menos
variable humana en las posiciones 47 6 94 o ambas. El residuo 47 en la regibn menos variable 2 hace
contacto tanto con la CDR como con el dominio V. El residuo 94 puede estar comprendido en el soporte
de la conformacion de las CDR. Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de
la unién al anticuerpo.

Se pueden disefiar diferentes regiones de HCVR y LCVR que comprendan la CDR no humanas
obtenibles del anticuerpo donador, por ejemplo, un anticuerpo murino, incrustadas en las regiones menos
variables nativas o modificadas derivadas de humano o primate. La modificacién puede relacionarse
particularmente a un intercambio de uno o mas residuos de aminoécido dentro de la region menos
variable por residuos no humanos, particularmente residuos murino, mads cominmente encontrados en
esta posicion en los subgrupos respectivos o residuos que tienen propiedades similares a los mas
comunmente encontrados en esta posicion en los subgrupos respectivos.

La modificacion de la region menos variable de las secuencias de las regiones menos variables sirve para
retener la CDR en su orientacién espacial correcta para interaccién con el antigeno, y que los residuos de
region menos variable pueden aun participar algunas veces en la unién al antigeno. En una modalidad de
la invencion, se toman medida para adaptar adicionalmente las secuencias de regiones menos variables,
humanas, seleccionadas para hacerlas mas similares a las secuencias de las regiones menos variables
de roedor a fin de aumentar al maximo la probabilidad que se retendra la afinidad en el anticuerpo
reformado.

Por consiguiente, se pueden sustituir residuos murinos en la regién menor variable humana. En particular,
se pueden sustituir residuos murinos en la regiébn menos variable humana de la Region Variable de
Cadena Pesada (HCVR) en las posiciones 47 6 94 0 ambas y en la Regién menos Variable humana de la
regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR) en la posicién 45 y/o 87 y/o 50 y/o 53, respectivamente.

Los residuos encontrados en las posiciones indicadas anteriormente en la region menos variable humana
se pueden intercambiar por residuos murinos mas comunmente encontrados en esta posicion en los
subgrupos respectivos. En particular, el Trp en la posicion 47 de Kabat en la region menos variable
derivada de humano o primate de la Region Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID
NO: 15 se puede reemplazar por una Leu o por un residuo de aminoacido que tiene propiedades similares
y la sustitucion del cual conduce a alteraciones que son de manera sustancialmente conformacional o
antigénicas neutrales, que producen cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos
mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, el Trp en la
posicion 47 de Kabat en la regién menos variable derivada de humano o primate de la Regién Variable de
Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se puede reemplazar adicionalmente por un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste de He, Val, Met, Ala, y Phe, particularmente por lle. Se
pueden contemplar sustituciones conservadoras alternativas que son conformacionalmente y
antigénicamente neutrales.

La Arg en la posicion 94 de Kabat en la region menos variable derivada de humano o primate de la

Regién Variable de Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se puede reemplazar por Ser o
por un residuo de aminoacido que tiene propiedades similares y la sustitucion en el cual conduce
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alteraciones que son conformacionalmente o antigénicamente neutrales de manera sustancial,
produciendo cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o produciendo
cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Arg en la posicién 94 de Kabat en la
regidon menos variable derivada de humano o primate de la Region Variable de Cadena Pesada como se
muestra en SEQ ID NO: 15 se puede reemplazar de manera alternativa por Thr.

Alternativamente, ambos residuos se puede reemplazar en el anticuerpo humanizado.

La GIn en la posicion 45 de Kabat en la region menos variable derivada de humano o primate de la
Regién Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por Lys o
por un residuo de aminodacido que tiene propiedades similares y la sustitucién del cual conduce a
alteraciones que son conformacionalmente o antigénicamente neutrales de forma sustancial, produciendo
cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o produciendo cambios minimos
en los determinantes antigénicos. En particular, la GIn en la posicién 45 de Kabat en la regién menos
variable derivada de humano o primate de la Regién Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ
ID NO: 12 se puede reemplazar por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Arg, GIn, y
Asn, particularmente por Arg.

La Leu en la posiciéon 50 de Kabat en la region menos variable derivada de humano o primate de la
Region Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por Lys o
por un residuo de aminoacido que tiene propiedades similares y la sustitucién del cual conduce
alteraciones que son que son conformacionalmente o antigénicamente neutrales de manera sustancial,
produciendo cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o produciendo
cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Leu en la posicion 50 de Kabat en la
regiéon menos variable derivada de humano o primate de la Region Variable de Cadena Ligera como se
muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
de Arg, GIn, y Asn, particularmente por Arg.

La Asn en la posicién 53 de Kabat en la regién menos variable derivada de humano o primate de la
Regidn Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por His y
GIn o por un residuo de aminoacido que tiene propiedades similares y la sustitucién del cual conduce
alteraciones que son conformacionalmente o antigénicamente neutrales de manera sustancial,
produciendo cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes o produciendo
cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Asn en la posicién 53 de Kabat en la
region menos variable derivada de humano o primate de la Region Variable de Cadena Ligera como se
muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
de GIn, His, Lys y Arg.

La Thr en la posicién 87 de Kabat en la region menos variable derivada de humano o primate de la
Regidn Variable de Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por Phe o
por un residuo de aminoacido que tiene propiedades similares y la sustitucion del cual conduce a
alteraciones que son conformacionalmente o antigénicamente neutrales de manera sustancial, que
produce cambios minimos en la estructura terciaria de los polipéptidos mutantes, o que produce cambios
minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Tyr en la posicion 87 de Kabat en la regién
menos variable derivada de humano o primate de la Regién Variable de Cadena Ligera como se muestra
en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste de Leu,
Val, He, y Ala, particularmente por Leu.

La region variable obtenida de esta manera que comprende al menos una CDR de origen humano
incrustada en una o mas regiones menos variables derivadas de humano o primate entonces se puede
combinar con una regidon constante derivada de un anticuerpo fuente de humano o primate,
particularmente con IgG4 humana o regiones constantes k, respectivamente. La region constante de 1gG4
se puede modificar, por ejemplo, al cambiar Serina en la posicion 228 en la region de articulacion a
Prolina (HulgG4 Ser-Pro). Esta mutacion estabiliza el enlace de disulfuro intercadena e impide la
formacion de medias moléculas que pueden presentarse en preparaciones de IgG4 humana nativa. La
regién constante de 1gG4 se puede modificar adicionalmente por supresion de la Lys terminal en la
posicion 439 como se muestra en SEQ ID NO: 16.

Las regiones variables modificadas se pueden construir por el método conocido en la técnica tal como por
ejemplo, recombinacién con PCR de traslape. Se pueden usar los casetes de expresion para el
anticuerpo polimérico, C2 ChVy AF y C2 ChVk, como plantillas para mutagénesis de las regiones menos
variables a las secuencias menos requeridas. Se sintetizan conjuntos de pares de cebadores
mutagénicos, que abarcan las regiones que se van a alterar. Los casetes de expresion de Vy y Vk
humanizadas producidos, se pueden clonar en vectores apropiados de clonacién conocidos en la técnica
tal como por ejemplo, pUC19. Después de que se confirma que la secuencia completa de ADN es la
correcta para cada Vu y Vi, los genes de la region V de cadena pesada y ligera, modificados, se pueden
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escindir del vector de clonaciébn como casetes de expresion y transferir a vectores apropiados de
expresion.

REGION FC MUTANTE

La presente descripcion proporciona métodos para producir una variante de polipéptido, particularmente
un anticuerpo que comprende una region variante. Este anticuerpo que comprende, por ejemplo, una
regién Fc variante se puede usar para tratar una enfermedad o trastorno, tal como amiloidosis.

El polipéptido “de origen”, “de inicio” o “no variante” se prepara usando técnicas disponibles para generar
polipéptidos que comprenden, por ejemplo, una regién Fc. Preferiblemente, el polipéptido de origen es un
anticuerpo y los métodos de ejemplo para generar anticuerpos se describen en mas detalle en las
siguientes secciones. El polipéptido de origen puede ser, sin embargo, cualquier otro polipéptido que
comprende una regién Fc, por ejemplo, una inmunoadesina. Los métodos para producir inmunoadesina
se laboran en mas detalle mas adelante.

Tal como se describe en esta memoria, una regién Fc variante se puede generar de acuerdo a los
métodos descritos en la presente y esta “region Fc variante” se puede fusionar a un polipéptido heterélogo
de eleccién tal como un dominio variable de anticuerpo o un dominio de uniéon de un receptor o ligando.

El polipéptido de origen comprende una regiéon Fc. En general, la regién Fc del polipéptido de origen
comprendera una region Fc de secuencia nativa, y de manera preferente una regiéon Fc de secuencia
nativa humana. Sin embargo, la regién Fc del polipéptido de origen puede tener una 0 mas alteraciones o
modificaciones pre-existentes de la secuencia de amino&cidos de una region Fc de secuencia nativa. Por
ejemplo, la actividad de union de Clq de la regién Fc se ha alterado previamente (otros tipos de
modificaciones de regién Fc se describen en mas detalle mas adelante. Ademas de ello, la region Fc de
polipéptido de origen es “conceptual” y en tanto que no existe fisicamente, el ingeniero de anticuerpos
puede decidir de una secuencia de aminoacidos deseada, de region Fc variante y generar un polipéptido
que comprende esa secuencia o un ADN que codifique para la secuencia deseada de aminoacidos de la
region Fc variante.

En una realizacion preferida de la invencion, sin embargo, si esta disponible un &cido nucleico que
codifica una region Fc de un polipéptido de origen y esta secuencia de acido nucleico se altera para
generar una secuencia de acido nucleico variante que codifica la variante D265A de region Fc.

Se prepara ADN que codifica para una variante de secuencia de aminoacidos del polipéptido de inicio por
una variedad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen la preparacién por
mutagénesis dirigida (o mediada por oligonucleétidos), mutagénesis por PCR y mutagénesis de casete de
un ADN preparado anteriormente que codifica el polipéptido.

La mutagénesis dirigida al sitio es un método preferido para preparar variantes de sustitucion. Esta
técnica es bien conocida (ver, por ejemplo, Carter et al. Nucleic Acids Res. 13:4431-4443 (1985) y Kunkel
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 82:488 (1987)). De forma breve, al llevar a cabo la mutagénesis dirigida
al sitio del ADN, el ADN de inicio se altera al hibridizar primero un oligonucleétido que codifica para la
mutacion deseada a una hebra individual de este ADN de inicio. Después de la hibridacion, se usa ADN-
polimerasa para sintetizar una segunda hebra completa, usando el oligonucleétido hibridizando como un
cebador, y usando la hebra individual del ADN de inicio como una plantilla. De esta manera, el
oligonucledtido que codifica para la mutacion deseada se incorpora en el ADN resultante de doble hebra.

También es adecuada la mutagénesis por PCR para producir variantes de secuencias de aminoacidos del
polipéptido de inicio. Ver Higuchi, en PCR Protocols, pp. 177-183 (Academic Press, 1990); y Vallette et
al., Nuc. Acids Res. 17:723-733 (1989). De forma breve, cuando se usan pequefas cantidades de ADN
de plantilla como material de inicio en una PCR, se pueden usar cebadores que difieren ligeramente la
secuencia de la regién correspondiente de un ADN de plantilla para generar cantidades relativamente
grandes de un fragmento especifico de ADN que difiere de la secuencia de plantilla solo en las posiciones
donde los cebadores difieren de la plantilla.

Otro método para preparar variantes, mutagénesis de casete, se basa en la técnica descrita por Wells et
al., Gene 34:315-323 (1985). El material de inicio es el plasmido (u otro vector) que comprende el ADN
del polipéptido de inicio que se va a mutar. Se identifican los codones en el ADN de inicio que se va a
mutar. Debe haber un sitio Unico de enduonucleasa de restriccion en cada lado de los sitios identificados
de mutacién. Si no existen estos sitios de restriccion, se pueden generar usando el método de
mutagénesis mediado por oligonucledtido, descrito anteriormente para introducirlos en ubicaciones
apropiadas en el ADN de polipéptido de inicio. EI ADN de pldsmido se corta en estos sitios para
linealizarlo. Usando procedimientos normales, se sintetiza un oligonucledtido de doble hebra que codifica
para la secuencia de ADN entre los sitios de restriccion pero que contiene las mutaciones deseadas, en
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donde las dos hebras del oligonucleétido se sintetizan de manera separada y luego se hibridizan
conjuntamente usando técnicas normales. Este oligonucleétido de doble hebra se refiere como el casete.
Este casete se disefia para tener extremos 5’ y 3’ que son compatibles con los extremos del plasmido
linealizado de tal forma que se puede ligar directamente al plasmido. Este plasmido contiene ahora la
secuencia de ADN mutada.

De manera alternativa, adicionalmente, la secuencia deseada de aminoacido se codifica una variante de
polipéptido se puede determinar, y se puede generar de manera sintética una secuencia de acido nucleico
que codifica esta variante de secuencia de aminoacidos.

La secuencia de aminoacido del polipéptido de origen se modifica a fin de generar una region Fc variante
con afinidad o actividad alterada de union al receptor de Fc, in vitro y/o in vivo y/o actividad alterada de
citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpo (ADCC) in vitro y/o in vivo y/o actividad
alterada de citotoxicidad mediada por células (CDC) in vitro y/o in vivo.

En general, la modificaciéon conlleva uno o mas sustituciones de aminoéacido. La sustitucion puede ser, por
ejemplo, una “sustitucién conservadora”, las modificaciones sustanciales en las propiedades biolégicas en
la regién Fc se pueden lograr al seleccionar sustituciones que difieran significativamente en su efecto al
mantener (a) la estructura de la columna del polipéptido en el area de la sustitucién, por ejemplo, con una
confirmacion de hoja o helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio objetivo o (c) el
volumen de la cadena lateral. Los residuos que se presentan de manera natural se dividen en grupos en
base a las propiedades comunes de cadena lateral.

(1) hidréfobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidréfilos neutrales: cys, ser, thr;

(3) acidos: asp, glu;

(4) basico: asn, gin, his, lys, arg;

(5) residuos que interfieren con la orientacion de la cadena: gly, pro; y

(6) aromatico: trp, tyr, phe.

Ademas de las sustituciones de aminoacido, la presente invencion contempla otras modificaciones de la
secuencia de aminoacidos de la region de origen a fin de generar, por ejemplo, una region Fc variante con
funcion efectora alterada.

Por ejemplo, se pueden suprimir uno o mas residuos de aminoacido de la regién Fc a fin de reducir la
union a un FcR. En general, se suprimira uno o mas de los residuos de la regién Fc identificados en la
presente como que afectan la uniéon a FcR a fin de generar esta variante de region Fc. En general, se
suprimirdn no mas de uno a aproximadamente diez residuos de la region Fc de acuerdo a esta modalidad
de la invencién. La regidon Fc que comprende en la presente una 0 mas supresiones de aminoacido
retendra de manera preferente al menos aproximadamente 80 %, y de manera preferente al menos
aproximadamente 90 %, y de manera mas preferente al menos aproximadamente 95 %, de la regiéon Fc
de origen de una region Fc humana de secuencia nativa.

Al introducir las modificaciones apropiadas de la secuencia de aminoacidos en una region Fc de origen,
por ejemplo, se puede generar una region Fc variante que (a) medie la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpo (ADCC) en la presencia de células efectoras humanas de manera mas o
menos efectiva y/o (b) se una al recetor Fc gamma (FcyR) con mas o menos afinidad que polipéptido de
origen. Estas variantes de region Fc comprenderan en general al menos una modificacion de aminoéacido
en la region Fc. La combinacién de modificaciones de aminoacido se piensa que es particularmente
deseable. Por ejemplo, la regién Fc variante puede incluir dos, tres, cuatro, cinco, etc sustituciones en la
misma, por ejemplo las posiciones especificas de las regiones Fc identificadas en la presente.

Por ejemplo, en el contexto de IgG1, se puede generar una variante de regiéon Fc con unioén reducida a
FcyR al introducir una modificacién de aminoacido en cualquiera o mas de las posiciones de aminoacido y
238, 239, 248, 249, 252, 254, 265, 268, 269, 270, 272, 278, 289, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303,
322, 324, 327, 329, 333, 335, 338, 340, 373, 376, 382, 388, 389, 414, 416, 419, 434, 435, 437, 438 6 439
de la region Fc. Ver, por ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6,737,056.

Las variantes de IgG1 que presentan union reducida a FcyRlI, incluyen aquellas que comprenden una
modificacién de aminoacido de la region Fc en cualquiera de una o mas de las posiciones de aminoacido
238, 265, 269, 270, 327 6 329. Ver, por ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056.

Las variantes de 1gG1 que presentan union reducida a FcyRIl incluyen aquellas que comprenden una
modificacién de aminoéacido de la region Fc en cualquiera o mas de las posiciones de aminoéacido 238,
265, 269, 270, 292, 294, 295, 298, 303, 324, 327, 329, 333, 335, 338, 373, 376, 414, 416, 419, 435, 438 6
439. Ver, por ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056.
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Las variantes de la region Fc de IgG1l que presenta unién reducida a FcyRIll incluyen aquellas que
comprenden una modificacién de aminoacido de la region Fc en cualquiera o mas de las posiciones de
aminoacido 238, 239, 248, 249, 252, 254, 265, 268, 269, 270, 272, 278, 289, 293, 294, 295, 296, 301,
303, 322, 327, 329, 338, 340, 373, 376, 382, 388, 389, 416, 434, 435 6 437. Ver, por ejemplo Presta
Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056.

Se entendera por un experto en la técnica que se pueden obtener efectos similares al variar los residuos
especificos en otras regiones Fc de Ig, aunque puede ser diferente la numeracién de los residuos. Ver,
por ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056.

Se puede disefiar una regién Fc con funcién efectora alterada, por ejemplo, al modificar la unién de Clq
y/o la unién de FcR y cambiando de esta manera la actividad de CDC y/o la actividad de ADCC. Por
ejemplo, se puede generar una region Fc variante con unién de Clg mejorada y unidon mejorada de
FcyRIIl, que tiene por ejemplo tanto actividad mejorada de ADCC como actividad mejorada de CDC. De
manera alternativa, donde se desea que se reduzca o inhabilite la funcién efectora, se puede manejar una
region Fc variante con actividad reducida de CDC y/o actividad reducida de ADCC. En otras modalidades,
se puede incrementar una de estas actividades, y opcionalmente también reducir la otra actividad, por
ejemplo, para generar una variante de region Fc con actividad mejorada de ADCC, pero actividad
reducida de CDC y viceversa. Ver, por ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056.

Con respecto a las alteraciones adicionales de la secuencia de aminoacidos, se puede sustituir cualquier
residuo de cisteina no comprendido en el mantenimiento de la conformacién apropiada de la variante de
polipéptido, en general con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y para impedir la
reticulacién anormal. Ver, por ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056.

Otro tipo de sustitucion de amino&cido sirve para alterar el patron de glicosilacién de polipéptido. Esto se
puede lograr al suprimir una o mas porciones de carbohidrato encontradas en el polipéptido, y/o
adicionando uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en el polipéptido. La glicosilacion de
los polipéptidos es ya sea tipicamente N-enlazada u O-enlazada. N-enlazada se refiere a la unién de la
porcion de carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias tripeptidicas
asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las
secuencias de reconocimiento para unién enzimatica de la porcion de carbohidrato a la cadena lateral de
asparagina. De esta manera, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un
polipéptido crea un sitio potencial de glicosilacién. La glicosilacion O-enlazada se refiere a la unién de uno
de los azucares, N-acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un hidroxiaminoacido, mas comdnmente
serina o treonina, aunque también se puede usar 5-hidroxi prolina o 5-hidroxilisina. La adicion de sitios de
glicosilacion al péptido se logra de manera conveniente al alterar la secuencia de aminoacidos de tal
forma que contiene una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios de
glicosilacion N-enlazados). La alteracion también se puede hacer por la adicion de, o sustitucion por, uno
0 mas residuos de serina termina a la secuencia de polipéptido original (para sitio de glicosilacion O-
enlazada). Una variante de glicosilacion de ejemplo tiene una sustitucion de amino&cidos del residuo Asn
297 de la cadena pesada. Ver, por ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056.

Ademas, la clase, subclase o alotipo de la regién Fc se puede alterar por una o mas sustituciones
adicionales de aminoéacido para generar una regién Fc con una secuencia de aminoacido mas homéloga
a una clase, subclase o alotipo diferente como se desee. Por ejemplo, se puede alterar una region Fc
murina para generar una secuencia de aminoacidos mas homéloga a una region Fc humana; una regién
Fc de IgG1 de alotipo no A humano se puede modificar para lograr una regién Fc de IgG1 de alotipo A
humano etc. En una modalidad, las modificaciones de aminoacido en la presente que alteran la unién a
FcR y/o la actividad de ADCC se producen en el domino CH2 de la region Fc y el domino CH3 se suprime
0 se reemplaza con otro dominio de dimerizacion. De manera preferente, sin embargo, el dominio CH3 se
retiene (ademas de las modificaciones de aminoéacido en la presente que alteran la funcién efectora como
se describe en la presente). Ver, por ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056.

ENSAYOS DE UNION

Se puede evaluar la capacidad de la variante de polipéptido para unirse a un FcR. Donde el FcR es un
receptor de Fc de alta afinidad, tal como FcyRI, FcRn o FcyRIIIA-V158, se puede medir la unién al titular la
variante de polipéptido monomérico y al medir la variante de polipéptido unida usando un anticuerpo que
se une de manera especifica a la variante de polipéptido en un formato normal de ELISA. Ver, por
ejemplo Presta Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056. Los ensayos de union de FcR para FcR de
baja afinidad son bien conocidos en la técnica y se describen por ejemplo, inter alia, en Presta Patente de
los Estados Unidos No. 6.737.056.

Para valorar la actividad de ADCC de la variante de polipéptido, se puede realizar un ensayo e ADCC in
vitro usando relaciones variables de efector: objetivo. Las “células efectoras” Utiles para estos ensayos
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incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células Aniquiladoras Naturales (NK). De
manera alternativa, o adicionalmente, se puede valorar in vivo la actividad de ADCC de la variante de
polipéptido, por ejemplo, en un modelo de animal tal como aquel descrito en Clynes et al. PNAS (EUA)
95:652-656 (1998).

VECTORES DE EXPRESION

Para practicar la invencion se puede usar cualquier vector adecuado de expresion. Por ejemplo el experto
en la técnica serd capaz de expresar IgG1 en, por ejemplo, pSVgpt. El vector de expresion pSVgpt se
basa en SVogpt (Mulligan y Berg, 1980) e incluye el gen de resistencia ampicilina para seleccion en
células bacterianas, el gen gpt para la seleccion en células mamiferas, la region intensificadora de
inmunoglobulina de cadena pesada murina, la secuencia gendmica que codifica para el gen de region
constante y las secuencias de SV40 poli A. la regién variable de cadena pesada para la expresiéon se
inserta como un fragmento Hindlll a BamHI.

El vector de expresién pSVhyg incluye el gen de resistencia a ampicilina para la selecciéon en células
bacterianas, el gen hyg para la seleccion en células mamiferas, la regién intesificadora de
inmunoglobulina de cadena pesada murina, la secuencia genémica que codifica para el gen de region
constante kappa y que incluye el intensificador kappa y las secuencias SV40 poli A. La region variable de
cadena ligera para la expresién se inserta como un fragmento Hindlll BamHI.

La secuencia de ADN entonces se va a confirma para corregir la Vy y Vk humanizadas en los vectores de
expresion.

Para la produccion del anticuerpo, se pueden introducir vectores de expresion de cadena pesada y ligera
humanizadas en lineas celulares de produccién apropiada conocidas en la técnica tal como por ejemplo,
células NSO. Mediante la co-transfeccion mediante electroporacion o cualquier otra tecnologia de
transformacion adecuada conocida en la técnica se puede lograr la introduccion de vectores de expresion.
Entonces se pueden seleccionar lineas celulares productoras de anticuerpo y expander y se purifican los
anticuerpos humanizados. Los anticuerpos purificados entonces se pueden analizar por técnica normales
tal como SDS-PAGE.

ANTICUERPO CON AFINIDAD, ESPECIFICIDAD, ESTABILIDAD, MEJORADAS

La secuencia de CDRL2 (“KVSNRFS”) del anticuerpo C2 de raton se puede modificar ligeramente sin
afectar de manera adversa la actividad del anticuerpo. Se pueden hacer sustituciones conservadoras a
través del intercambio de R por K en la posiciéon 50 y de S por N en la posicién 53. Las dos secuencias
alternativas de CDRL2 por lo tanto son “RVSNRFS” y “KVSSRFS”, respectivamente. Estas se incorporan
en la secuencia Vk murina sin otros cambios, como C2 VK-R y C2 VK-S, respectivamente.

La afinidad, especificidad y estabilidad de un anticuerpo de acuerdo a la invencién como se describe
anteriormente en la presente o un fragmento del mismo se puede modificar por cambio de su perfil o
patrén de glicosilacion dando por resultado valores terapéuticos mejorados.

Para lograr este cambio en el patrén de glicosilacion, se pueden manejar células
hospedadoras de tal forma que sean capaces de expresar una variedad preferida de una
actividad de glicosil-transferasa modificadora de glicoproteinas que incrementa los
oligosacaridos N-enlazados complejos que tienen GIcNAc bisectriz. Adicionalmente, se
pueden obtener glicoformas modificadas de glicoproteinas, por ejemplo anticuerpos,
incluyendo moléculas enteras de anticuerpo, fragmentos de anticuerpo, o proteinas de
fusién que incluyen una region equivalente a la regién Fc de una inmunoglobulina, que
tiene una citotoxicidad celular mejorada mediada por Fc.

Se conocen por los expertos en la técnica los métodos para obtener anticuerpos con un patron modificado
de glicosilacién, y se describen, por ejemplo, en EP1071700, US2005272128, Ferrara et al (2006) J Biol
Chem 281(8), 5032-5036); Ferrara et al (2006) Biotechnology and Bioengineering 93(5), 851-861.

PREPARACION FARMACEUTICA Y ADMINISTRACION

Los anticuerpos de acuerdo a la invencion, pero particularmente un anticuerpo monoclonal de acuerdo a
la invencion, se pueden preparar en una formulacion fisiolégicamente aceptable y pueden comprender un
portador, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable usando técnicas conocidas. Por ejemplo,
el anticuerpo de acuerdo a la invencién y como se describe en la presente de forma anterior incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, en particular, el
anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales
del mismo se combina con un portador, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable para formar

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2529174 T3

una composicion terapéutica. Los portadores, diluyentes y/o excipientes farmacéuticos adecuados son
bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, soluciones salinas amortiguadas con fosfato, agua,
emulsiones tal como emulsiones de aceite/agua, varios tipos de agentes humectantes, soluciones
estériles, etc.

La formulacion de la composicién farmacéutica de acuerdo a la invencion se puede lograr de acuerdo a
metodologia normal conocida por los expertos en la técnica.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar a un sujeto en la forma de un sélido,
liquido o aerosol a una dosis adecuada, farmacéuticamente efectiva. Los ejemplos de composiciones
sélidas incluyen pildoras, cremas y unidades de dosis implantables. Las pildoras se pueden administrar
de manera oral. Las cremas terapéuticas se pueden administrar de manera topica. Las unidades de dosis
implantables se pueden administrar de manera local, por ejemplo, en un sitio de tumor, o se pueden
implantar para liberacion sistematica de la composicién terapéutica, por ejemplo, de manera subcutanea.
Los ejemplos de composiciones liquidas incluyen formulaciones adaptadas para inyeccién de forma
intramuscular, subcutaneamente, intravenosamente, de manera intraarterial, y formulaciones para
administracion tdpica e intraocular. Los ejemplos de formulaciones en aerosol incluyen formulaciones de
inhalador para administracion a los pulmones.

Las composiciones se pueden administrar por rutas normales de administracion. En general, la
composicion se puede administrar por rutas topica, oral, rectal, nasal, intradérmica, intraperitoneal, o
parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea o intramuscular). Ademas, la composicion se puede
incorporar en matrices de liberacién sostenida tal como polimeros biodegradables, los polimeros que se
implantan en la vecindad donde se desea la distribucién, por ejemplo, en el sitio de un tumor. El método
incluye la administracion de una dosis individual, la administracion de dosis repetidas a intervalos
predeterminados de tiempo, y administracion sostenida durante un periodo predeterminado de tiempo.

Una matriz de liberacion sostenida, como se usa en la presente, es una matriz producida de materiales,
usualmente polimeros que son degradables por hidrélisis enzimética o de &cido/base o por disolucién.
Una vez que se inserta en el cuerpo, la matriz actia por enzimas y fluidos corporales. La matriz de
liberacion sostenida se elije de manera deseable por materiales biocompatibles tal como liposomas,
polilactidos (4cido polilactido), poliglicélido (polimero de &cido glicdlico), polilactido-co-glicélido
(copolimeros de &cido lactico y éacido glicdlico), polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido
hialuronico, colageno, sulfato de condroitina, acidos carboxilicos, &cidos grasos, fosfolipidos,
polisacéridos, acidos nucleicos, poliaminoacidos, aminoacidos tal como fenilalanina, tirosina, isoleucina,
polinucleétidos, polivinil-propileno, polivinilpirrolidona y silicon. Una matriz biodegradable preferida es una
matriz de uno de ya sea polilactido, poliglicélido, o polilactido-co-glicélido (copolimeros de acido lactico y
acido glicolico).

Es bien conocido por los expertos en la técnica pertinente que la dosis de la composicion dependera de
varios factores tal como por ejemplo, la condicién que se trata, la composicion particular usada, y otros
factores clinicos tal como el peso, sexo, tamafio y condicion general de salud del paciente, area de
superficie corporal, el compuesto o composicién particular que se va a administrar, otros farmacos que se
administran de manera concurrente, y la ruta de administracion.

La composicion se puede administrar en combinacion con otras composiciones que comprenden una
sustancia o compuesto biolégicamente activo, particularmente al menos un compuesto seleccionado del
grupo que consiste de compuestos contra estrés oxidativo, compuestos anti-apoptoticos, queladores
metalicos, inhibidores de la reparacion del ADN tal como pirenzapina y metabolitos, acido 3-amino-1-
propanosulfénico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de a-secretasa, inhibidores de -
y y-secretasa, proteinas tau, neutrotransmisor, interruptores de B-hoja, atrayentes para componentes
celulares de depuracion/agotamiento de amiloide-beta, inhibidores de amiloide-beta N-terminal truncado
incluyendo amiloide-beta 3-42 piroglutamado, moléculas anti-inflamatorias, “antipsicéticos atipicos” tal
como, por ejemplo, clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina o inhibidores de
colinesterasa (ChEIl) tal como tacrina, rivastigmina, donepezil, y/o galantamina, agonistas de M1 y otros
farmacos incluyendo cualquier farmaco modificador de amiloide o tau y complementos nutritivos tal como
por ejemplo, vitamina B12, cisteina, un precursor de acetilcolina, lecitina, colina, Ginkgo biloba, acetil-L-
carnitina, idebenona, propentofilina, o un derivado de xantina, conjuntamente con un anticuerpo de
acuerdo a la presente invencién, y opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable y/o un
diluyente y/o un excipiente y procedimientos para el tratamiento de enfermedades.

La materia proteinica farmacéuticamente activa puede estar presente en cantidades entre 1 ng y 10 mg
por dosis. En general, el régimen de administracion debe estar en el intervalo de entre 0.1 ug y 10 mg del
anticuerpo de acuerdo a la invencion, particularmente en un intervalo de 1.0 ug a 1.0 mg, y de manera
mas particular en un intervalo de entre 1.0 pg y 100 pg, con todos los miembros individuales que caen
dentro de estos intervalos. Si la administracion se presenta a través de infusion continua, una dosis mas
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apropiada puede estar en el intervalo de entre 0.01 pg y 10 mg unidades por kilogramo de peso corporal
por hora con todos los nimeros individuales que caen dentro de estos intervalos.

La administracion en general sera de manera parenteral, por ejemplo de manera intravenosa. Las
preparaciones para la administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas
0 no acuosas, estériles. Los solventes no acuosos incluyen sin que se limite a esto, propilenglicol,
polietilenglicol, aceite vegetal tal como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tal como oleato de
etilo. Se pueden elegir solventes acuosos del grupo que consiste de agua, soluciones acuosas/alcohol,
emulsiones o suspensiones incluyendo solucion salina y medios amortiguados. Los medios parenterales
incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer lactado, o
aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen re-abastecedores de nutrientes y fluidos, re-
abastecedores de electrolitos (tal como aquellos basados en dextrosa de Ringer) y otros. Los
conservadores también pueden estar presentes tal como por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes queladores, gases inertes, etc.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas portadores proteinicos tal como por ejemplo,
albumina sérica o inmunoglobulina, particularmente de origen humano. Adicionalmente, los agentes
bioldgicamente activos pueden estar presentes en la composicion farmacéutica de la invencién
dependiendo de su uso propuesto.

Cuando el objetivo de unién esta localizado en el cerebro, se describe en esta memoria el anticuerpo o
fragmento activo del mismo para atravesar la barrera sanguinea del cerebro. Se asocian ciertas
enfermedades neurodegenerativas con un incremento en la permeabilidad de la barrera sanguinea del
cerebro, de tal forma que el anticuerpo o fragmento activo del mismo se puede introducir facilmente al
cerebro. Cuando la barrera sanguinea del cerebro permanece intacta, existen varios planteamientos
conocidos en la técnica para transportar moléculas a través de la misma, que incluyen, pero no se limitan
a, métodos fisicos, métodos basados en lipidos, y métodos basados en receptores y canales.

Los métodos fisicos para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a través de la barrera
sanguinea del cerebro incluyen circunvalar completamente la barrera sanguinea del cerebro, o crear
aberturas en la barrera sanguinea del cerebro. Los métodos de circunvolucién incluyen inyeccién directa
en el cerebro (ver, por ejemplo, Papanastassiou et al., Gene Therapy 9:398-406 (2002)) e implantar un
dispositivo de distribucion en el cerebro (ver, por ejemplo, Gill et al., Nature Med. 9:589-595 (2003); y
Gliadel Wafers™?, Guildford Pharmaceutical). Los métodos para crear aberturas en la barrera incluyen
ultrasonido (ver, por ejemplo, Publicacion de Patente de los Estados Unidos Numero 2002/0038086),
presion osmotica (pro ejemplo, por administracion de manitol hipertdnico (Neuwelt, E.A., Implication of the
Blood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989))), permeabilizaciéon por
ejemplo por bradiquidina o permeabilizador A-7 (ver, por ejemoplo, Patentes de los Estados Unidos
Numeros 5.112.596; 5.268.164; 5.506.206 y 5.686.416), y transfeccion de neuronas que montan la
barrera sanguinea del cerebro con vectores que contienen genes que codifican para el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno (ver, por ejemplo, Publicacién de Patente de los Estados Unidos Niumero
2003/0083299).

Los métodos basados en lipidos para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a través de
la barrera sanguinea del cerebro incluyen, pero no se limitan a, encapsular el anticuerpo o fragmento
activo del mismo en liposomas que se acoplan a fragmentos de union del anticuerpo que se unen a los
receptores en el endotelio vascular de la barrera sanguinea del cerebro (ver, por ejemplo, Publicacién de
Solicitud de Patente de los Estados Unidos Numero 20020025313), y revestir el anticuerpo o fragmento
activo del mismo en particulas de lipoproteina de baja densidad (ver, por ejemplo, Publicacién de Solicitud
de Patente de los Estados Unidos Numero 20040204354) o apolipoproteina E (ver, por ejemplo,
Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nimero 20040131692).

Los métodos basados en receptores y canales para transportar el anticuerpo o fragmento activo del
mismo a través de la barrera sanguinea del cerebro incluyen, pero no se limitan a usar bloqueadores de
glucocorticoides para incrementar la permeabilidad en la barrera sanguinea del cerebro (ver, por ejemplo,
Publicaciones de Solicitud de Patente de los Estados Unidos NUmeros 2002/0065259, 2003/0162695, y
2005/0124533); activaciéon de canales de potasio (ver, por ejemplo, Publicacién de Solicitud de Patente de
los Estados Unidos Numero 2005/0089473), inhibir los transportadores de farmacos ABC (ver, por
ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos Numero 2003/0073713); revestir
anticuerpos con una transferrina y modular la actividad de uno o mas receptores de transferrina (ver, por
ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos Niumero 2003/0129186), y cationizar
los anticuerpos (ver, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Numero 5.004.697).

DETECCION/DIAGNOSIS

En una modalidad adicional, la presente invencién proporciona métodos y kits para la deteccion y
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diagnosis de enfermedades o condiciones asociadas a amiloides. Estos métodos incluyen métodos
inmunolégicos conocidos comunmente usados para detectar o cuantificar sustancias en muestras
bioldgicas o en una condicién in situ.

La diagnosis de una condicion o enfermedad asociada a amiloide en un paciente se puede lograr al
detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo del mismo a un
epitopo de la proteina amiloide en una muestra o in situ, que incluye poner la muestra sospechosa de
contener la proteina amiloide, en contacto con un anticuerpo que se une a un epitopo de la proteina
amiloide, permitiendo que la proteina se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunoldgico,
detectar la formaciéon del complejo inmunolégico y correlacionar la presencia o ausencia del complejo
inmunolégico con la presencia o0 ausencia de proteina amiloide en la muestra.

Las muestras bioloégicas que se pueden usar en la diagnosis de una enfermedad o afeccién asociada a
amiloides son, por ejemplo, fluidos tal como suero, plasma, saliva, secreciones gastricas, moco, fluido
cerebroespinal, fluido linfatico y similares o muestras de tejido o células obtenidas de un organismo tal
como tejido neural, cerebral, cardiaco o vascular. Para determinar la presencia o ausencia de la proteina
amiloide en una muestra se puede usar cualquier inmunoensayo conocido por los expertos en la técnica,
(ver Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988
555-612)) tal como por ejemplo, ensayos que utilizan métodos de deteccion indirecta que usan reactivos
secundarios para deteccion, ELISA y ensayos de inmunoprecipitacion y aglutinacion. Se da una
descripcion detallada de estos ensayos, por ejemplo, en la W0O96/13590 de Maertens y Stuyver, Zrein et
al. (1998) y W096/29605.

Para la diagnosis in situ, el anticuerpo o cualquier parte activa y funcional del mismo se puede administrar
a un organismo que se va a diagnosticar por métodos conocidos en la técnica tal como por ejemplo,
inyeccion intravenosa, intranasal, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial de tal forma que pueda
presentarse una union especifica entre el anticuerpo de acuerdo a la invencién con una region epitopica
en la proteina amiloide. El complejo de anticuerpo/antigeno se puede detectar a través de una marca
unida al anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

Los inmunoensayos usados en aplicaciones de diagndstico dependen tipicamente de antigenos,
anticuerpos o reactivos secundarios, marcados, para deteccién. Estas proteinas o reactivos se pueden
marcar con compuestos conocidos en general por los expertos en la técnica que incluyen enzimas,
radiois6topos, y sustancias fluorescentes, luminiscentes y cromogénicas incluyendo particulas
coloreadas, tal como oro coloidal y cuantas de latex. De estos, se puede usar marcacion radioactiva para
casi todos los tipos de ensayos y con muchas variaciones. Las marcas conjugadas a enzimas son
particularmente Utiles cuando se debe evitar la radioactividad o cuando se necesiten resultados rapidos.
Los fluorocromos, aunque requieren kit costoso para su uso, proporcionan un método muy sensible de
deteccién. Los anticuerpos Utiles en estos ensayos incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, y anticuerpos policlonales purificados por afinidad.

De manera alternativa, el anticuerpo se puede marcar de manera indirecta por reaccién con sustancias
marcadas que tienen una afinidad para inmunoglobulina, tal como proteina A o G o segundos anticuerpos.
El anticuerpo se puede conjugar como una segunda sustancia y detectar con una tercera sustancia
marcada que tiene una afinidad para la segunda sustancia marcada conjugada al anticuerpo. Por ejemplo,
el anticuerpo se puede conjugar a biotina y el conjugado de anticuerpo-biotina se detecta usando avidina
0 estreptavidina marcada. De manera similar, el anticuerpo se puede conjugar a un hapteno y el
conjugado de anticuerpo-hapteno se detecta usando anticuerpo marcado anti-hapteno.

Los expertos en la técnica conocerdn de estas y otras marcas adecuadas que se pueden emplear de
acuerdo con la presente invencion la union de estas marcas a anticuerpos o fragmentos de los mismos se
puede lograr usando técnicas normales comunmente conocidas por los expertos en la técnica. Las
técnicas tipicas se describen por Kennedy, J. H., et al., 1976 (Clin. Chim. Acta 70:1-31), y Schurs, A. H.
W. M., et al., 1977 (Clin. Chim Acta 81:1-40). Las técnicas de acoplamiento mencionadas en lo anterior
son el método de glutaraldehido, el método de periodato, el método de dimaleimida, y otros.

Las inmunoensayos actuales utilizan un método de doble anticuerpo para detectar la presencia de un
analito, en donde el anticuerpo se marca de manera indirecta por reactividad con un segundo anticuerpo
que se ha marcado con una marca detectable. El segundo anticuerpo es preferentemente uno que se une
a anticuerpos del animal del cual se deriva el anticuerpo monoclonal. En otras palabras, si el anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo de raton, entonces el segundo anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-
ratén. Para el anticuerpo monoclonal que se va a usar en el ensayo descrito mas adelante, esta marca es
preferentemente una cuenta revestida con anticuerpo, particularmente una cuenta magnética. Para el
anticuerpo policlonal que se va a emplear en el inmunoensayo descrito en la presente, la marca es de
manera preferente una molécula detectable tal como una molécula radioactiva, fluorescente o
electroquimioluminiscente.

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2529174 T3

Un sistema alternativo de doble anticuerpo referido frecuentemente como sistemas de formato rapido
debido a que se adaptan a determinaciones rapidas de la presencia de un analito, también se puede
emplear dentro del alcance de la presente invencién. El sistema requiere alta afinidad entre el anticuerpo
y el analito. De acuerdo a una modalidad de la presente invencién, se determina la presencia de la
proteina amiloide usando un par de anticuerpos, cada uno especifico para la proteina amiloide. Uno de
los pares de anticuerpos se refiere en la presente como un “anticuerpo detector” y el otro del par de
anticuerpos se refiere en la presente como un “anticuerpo de captura”. El anticuerpo monoclonal de la
presente invencion se puede usar ya sea como un anticuerpo de captura 0 como un anticuerpo detector.
El anticuerpo monoclonal de la presente invencion también se puede usar tanto como un anticuerpo de
captura como un anticuerpo detector, conjuntamente en un ensayo Unico. Asi, se describen en esta
memoria usos del método de intercalacion de doble anticuerpo para detectar proteina amiloide en una
muestra de fluido biolégico. En este método, el analito (proteina amiloide) se intercala entre el anticuerpo
detector y el anticuerpo de captura, el anticuerpo de captura que se inmoviliza de manera irreversible en
un soporte sélido. El anticuerpo detector contendra una marca detectable, a fin de identificar la presencia
de la intercalacion anticuerpo-analito y de esta manera la presencia del analito.

Las sustancias de fase sélida de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, placas de microtitulo, tubos de
prueba de poliestireno, cuentas magnéticas, de plastico o de vidrio y portaobjetos que son bien conocidos
en el campo de radioinmunoensayos e inmunoensayos enzimaticos. Los métodos para acoplar
anticuerpos a fases sélidas también son bien conocidos por los expertos en la técnica. Mas
recientemente, se han empleado como soportes sdlidos varios materiales porosos tal como nilén,
nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibras de vidrio y otros polimeros porosos.

La presente invencion también se refiere a un kit de diagndstico para detectar proteina amiloide en una
muestra bioldgica que comprende una composicion como se define anteriormente. Ademas, la presente
invencion se refiere a este Ultimo kit de diagndstico que, ademas de una composicion como se define
anteriormente, también comprende un reactivo de deteccién como se define anteriormente. El término “kit
de diagnostico” se refiere en general a cualquier kit de diagndstico conocido en la técnica. De manera
mas especifica, este Ultimo término se refiere a un kit de diagndstico como se describe en Zrein et al.
(1998).

También se describen en esta memoria nuevas inmunosondas y kits de prueba para la deteccién y
diagnosis de enfermedades y afecciones asociadas a amiloides, que comprenden anticuerpos de acuerdo
a la presente invencion. Para inmunosondas, los anticuerpos se unen de manera directa o indirectamente
a una molécula indicadora adecuada, por ejemplo, una enzima o un radionuclido. El kit de prueba incluye
un recipiente que retiene uno o mas anticuerpos de acuerdo a la presente invencidn e instrucciones para
el uso de los anticuerpos para el propdsito de unirse a la proteina amiloide para formar un complejo
inmunolégico y para detectar la formacién del complejo inmunoldgico de tal forma que la presencia o
ausencia del complejo inmunoldgico correlacione con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

EJEMPLOS
Materiales

El desarrollo y preparacion del anticuerpo monoclonal de ratén ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” y hC2 para
el anticuerpo C2 humanizado, a todo lo largo de la solicitud) se describe en la solicitud co-pendiente EP
05 02 7092.5 presentada el 12.12.2005.

Células de hibridoma FP-12H3-C2, que producen el anticuerpo monoclonal de raton ACI-01-Ab7C2
(Ilamado “mC2” y hC2 para el anticuerpo C2 humanizado, a todo lo largo de la solicitud) se depositaron el
01 de diciembre de 2005 en la solicitud co-pendiente no. EP05027092.5 con la “Deutche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124
Braunschweig, bajo las provisiones del Tratado de Budapest y se le dio el nimero de acceso DSM
ACC2750.

Se cultivaron células de hibridoma en Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con
suero bovino fetal al 10% y antibiéticos (Penicilina/Estreptomicina). El isotipo del anticuerpo producido se
verificd y se encontré que es IgG2b/kappa de raton, como se espera.

Ensayo

Un ELISA para la unién a Amiloide-Beta proporciond una medida confiable de la potencia de los
anticuerpos C2. Los anticuerpos de control positivo, anticuerpo FP-12H3-C2 murino (Genovac Lote No:
AK379/01), y el anticuerpo Chemicon normal 1560 (Lote no. 0508008791).

Eleccion de regiones constantes humanas
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Puesto que no es deseable el reclutamiento del sistema inmunitario para el candidato de anticuerpo
clinico, la region constante humana seleccionada para la cadena pesada fue IgG4 humana, modificada
para cambiar serina en la posicion 228 en la region de articulacion a prolina (HulgG4 Ser-Pro). Esta
mutacion estabiliza el enlace de disulfuro inter-cadena e impide la formacion de medias moléculas que
pueden presentarse en preparaciones de IgG4 humanas nativas. El anticuerpo expresado de las lineas
celulares de producciéon también tendra la lisina terminal removida. Las secuencias de las regiones
constantes humanas HulgG4 Ser Pro y kappa humana se dan en SEQ ID NO: 17 y 14, respectivamente.

Ejemplo 1.- Clonacién y Secuenciacion de Regiones Variables de Anticuerpo

Se preparé ARN total a partir de 3 x 10° células de hibridoma (un matraz T175) usando el mini kit Qiagen
RNeasy (Numero de Catélogo: 74104). El ARN se eluyd en 50 pul de agua y se verific en gel de agarosa
al 1.2%. El medio acondicionado de las células se retuvo y se usé una muestra para la prueba en el
ensayo de actividad de anticuerpo.

Se prepararon los ADNc de Vy y Vk usando trascriptasa inversa con IgG de raton y cebadores de region
constante k. Los ADNc de primera hebra se amplificaron por PCR usando un gran conjunto de cebadores
de secuencia de sefial. Los ADN amplificados se purificaron en gel y se clonaron en el vector pGem"® T
Easy (Promega). Los clones de Vy y Vk obtenidos se examinaron para las inserciones del tamafio
esperado por PCR y la secuencia de ADN de los clones seleccionados se determind por secuenciacion
automatizada de ADN. Las ubicaciones de las regiones determinantes de complementariedad (CDR) en
las secuencias se determinaron con determinaron con referencia a otras secuencias de anticuerpo (Kabat
EA et al., 1991). La convencion de numeracion de Kabat para las regiones variables de anticuerpo se usa
a todo lo largo de esta solicitud; por lo tanto los nimeros de residuo pueden diferir del nimero lineal
estricto.

La secuencia de ADN y la secuencia deducida de aminoacidos para mC2 Vx se muestra en SEQ ID NO:
29 y 27, respectivamente. Cuatro clones dieron esta secuencia productiva idéntica. Una secuencia Vg
anormal no productiva que surge del compafiero de fusion de hibridoma también se encontré en varios
clones.

Para mC2 Vy, se aislaron dos diferentes secuencias productivas. La secuencia mC2 Vy AF (ver SEQ ID
NO: 30) se encontr6 en un total de 29 clones, con 14 cambio individuales de pares de base en los clones
individuales. La secuencia mC2 Vy B se encontrd en un total de 8 clones. Cinco de estos representaron la
mayoria de la secuencia, con los otros 3 clones que son variaciones en esta. Es posible que estas
secuencias Vy B similares surjan como un artefacto de la amplificacion por PCR. Una V4 anormal no
productiva también se obtuvo del hibridoma C2 y se atribuye a la unién V-D-J defectuosa.

A fin de determinar que es la mC2 Vy activa, correcta, se prepararon dos anticuerpos quiméricos con las dos
diferentes secuencias Vi, AF y B, combinadas con la mC2 Vk, que se van a probar para la actividad correcta del
anticuerpo.

Ejemplo 2.- Construcciéon de Genes de Anticuerpos Quiméricos (solo para referencia)

Un anticuerpo quimérico humano en su forma mas comun consiste de regiones constantes humanas
enlazadas a regiones variables murinas (u otras no humanas). Un anticuerpo quimérico proporciona una
herramienta muy Util, primeramente para la confirmacion que se han identificado regiones variables
correctas, segundo para el uso como un anticuerpo de control en ensayos de union a antigeno con las
mismas funciones efectoras y utilizando los mismos reactivos de deteccidbn secundaria como un
anticuerpo humanizado o manejado, y también se puede usar para investigar la farmacocinética y otras
propiedades de las regiones constantes humanas con referencia al objetivo particular para el anticuerpo.

Se construyeron dos vectores quiméricos de expresion de cadena pesada que consisten de las regiones
variables mC2 Vy AF 0 mC2 Vy B enlazadas a la region constante HulgG4 (Ser-Pro) en el vector de
expresion pSVgpt (ver Figura 1). Esto se basa en pSVagpt (Mulligan y Berg, 1980) e incluye el gen de
resistencia a ampicilina para la seleccién en células bacterianas, el gen gpt para la selecciéon en células
mamiferas, la regién intensificadora de inmunoglobulina de cadena pesada murina, la secuencia
gendmica que codifica para el gen de regién constante y las secuencias de SV40 poli A. la region variable
de cadena pesada para la expresion se inserta como un fragmento de Hindlll a BamHI.

Se construy6 un vector quimérico de cadena ligera que consiste de C2 VK enlazada a la regién constante
C Kappa humana en el vector de expresion pSVhyg (Figura 2). pSVhyg incluye el gen de resistencia a
ampicilina para la seleccién en células bacterianas, y el gen hyg para la seleccion en células mamiferas,
la regién intensificadora de inmunoglobulina de cadena pesada murina, la secuencia gendémica que
codifica para el gen de regién constante kappa y que incluye el intensificador kappa y las secuencias de
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SV 40 poli A. La regién variable de cadena ligera para la expresion se inserta con un fragmento de Hindlll
a BamHlI.

Se construyeron casetes de expresion para las secuencias murinas C2 VH y VK por la adicion de la
secuencia flanqueadora 5 que incluye el péptido de sefial guia, el intron guia y el promotor de
inmunoglobulina murina, y la secuencia flanqueadora 3’ que incluye el sitio de empalme y la secuencia de
intron, usando los vectores VH-PCR1 y CK-PCR1 como plantillas (Riechmann et al., 1988). La secuencia
de ADN se confirmé que es la correcta para la VH y VK en los vectores quiméricos de expresion. EI ADN
y las secuencias de aminoacidos de los genes de VH y VK en los casetes de expresién se muestran en
las Figuras 3y 4.

Ejemplo 3.- Expresion de Anticuerpos Quiméricos (sélo para referencia)
3.1 Expresion en lineas celulares estables

La linea de células hospedadoras para la expresion del anticuerpo fue NSO, un mieloma de ratéon no
productor de inmunoglobulina, obtenida de la Coleccion Europea de Cultivos de Células Animales, Porton,
Reino Unido (ECACC No 85110503). Los vectores de expresion de cadena pesada y ligera se co-
transfectaron en células NSO por electroporacion. Las colonias que expresan el gen gpt se seleccionaron
de Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con suero bovino fetal al 10% (FBS),
0.8 pg/ml de &cido micofendlico y 250 pg/ml de xantina. Los clones celulares transfectados se examinaron
para la produccion del anticuerpo monoclonal por ELISA para IgG humana. Las lineas celulares que
segregan el anticuerpo se expandieron y los productores mas altos se seleccionaron y congelaron en
nitrégeno liquido. Las mejores lineas celulares productoras para cada anticuerpo se expandieron en el
medio como antes pero con sélo FBS al 5%. Los anticuerpos quiméricos se purificaron usando ProsepMR-
A (Bioprocessing Ltd). La concentracién se determind por ELISA para el anticuerpo IgGk humano. Los
anticuerpos también se analizaron por SDS-PAGE.

3.2 Expresion transiente de anticuerpos quiméricos

Para acelerar la prueba de los diferentes anticuerpos quiméricos, se usO expresion transiente para
producir rapidamente pequefias cantidades de sobrenadante celular que contiene el anticuerpo
recombinante para prueba. Los casetes de expresion de Vu y Vk de mC2 se transfirieron a vectores en
base a pcDNA3.1 (Invitrogen) para expresion transiente. El vector de cadena pesada incluy6 una region
constante de IgG humana. El vector de cadena ligera incluy6 una region constante kappa humana. Tanto
mC2 Vy AF y mC2 V4 B se transfectaron con mC2 Vi en células de rifion embrionico humano (HEK 298)
con el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen Cat No: 11668) de acuerdo al protocolo suministrado por el
fabricante. Se recolectd el medio acondicionado de las células 3 dias después de la transfeccion. La
cantidad del anticuerpo producido se determiné por ELISA para el anticuerpo IgGk humano.

Ejemplo 4.- Actividad de Anticuerpos C2 Quiméricos (solo para referencia)
4.1 Actividad de anticuerpos C2 quiméricos producidos por transfeccién transiente

Las muestras del medio acondicionado de transfeccion transiente para los dos anticuerpos quiméricos
diferentes se probaron en ELISA para la union a Amiloide-Beta. Los resultados indican claramente que la
C2 CH AF es la secuencia correcta. El anticuerpo quimérico C2 Vy AF/C2 Vi se une bien en el ensayo,
pero en C2 Vy B/C2 Vk no muestra ninguna unién para nada. El anticuerpo de control murino Chemicon
1560 mostré buena union, pero la unién por el anticuerpo C2 murino purificado suministrado fue baja. Se
debe sefialar que se empled un anticuerpo secundario diferente para los anticuerpos murinos con las
regiones constantes de ratdbn en comparacion a los anticuerpos quiméricos con regiones constantes
humanas, de modo que los resultados no son directamente comparables. El medio acondicionado del
hibridoma C2 se encontr6 después que da un buen resultado en el ensayo.

4.2 Actividad de anticuerpos C2 quiméricos purificados

Los dos anticuerpos quiméricos C2 diferentes se purificaron a partir de lineas de células NSO estables
como se describe y prueba usando el ELISA de amiloide-beta. Los resultados obtenidos son de acuerdo
con los resultados obtenidos con el anticuerpo transientemente expresado. El anticuerpo C2 ChVH
AF/ChVK se une bien en el ELISA y el anticuerpo C2 ChVH B/ChVK no se une para nada.

Ejemplo 5.- Disefio de Genes de Anticuerpo C2 Humanizado

Las secuencias de aminoacido mC2 Vy y Vk se compararon a las secuencias Vy y Vi de anticuerpo de
raton en las bases de datos NCBI y Kabat.
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5.1 Regién variable de cadena ligera

El gen de linea germinal de ratén de correspondencia mas cercana a mC2 Vi es bbl, Locus MMU231201,
(Schable et al, 1999). Solo dos aminoacidos difieren de esta secuencia de linea germinal, ambos
localizados dentro de CDRL1. Se encuentran anticuerpos murinos maduros con secuencia similar, pero
no idéntica. Varios tienen una CDRL2 idéntica y CDRL3 idéntica, pero la CDRL1 de mC2 parece Unica.
mC2 Vi se puede asignar al subgrupo Mu VIl de Kabat. La posicion 87 de mC2 Vk es F en lugar de la Y
que es mas comun en el subgrupo, indicando que este residuo de regién menos variable puede ser
importante para la actividad del anticuerpo. La comparacién con las secuencias Vk de linea germinal
humana muestra que los genes del subgrupo VIl son la mejor correspondencia para mC2 Vk (Cox et al,
1994). La secuencia DPK15 junto con la regién J humana HUJk1 se selecciond para proporcionar las
secuencias de regiones menos variables aceptadoras para la Vk humanizada.

Se disefiaron cuatro secuencias Vkx humanizadas. C2HuVK1 consiste de las CDR de mC2 Vk con
regiones menos variables de DPK15 y Jk1 humana. En las versiones 2, 3 y 4, se han sustituido los
residuos murinos en la regién menos variable en las posiciones 45 u 87 o ambas. El residuo 45 puede
estar comprendido en el soporte de la conformacion de la CDR. El residuo 87 esta localizado en la
entrecara de los dominios Vy y Vk. Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento
de la union del anticuerpo.

Las posiciones y cambios que se han hecho en las regiones menos variables de cadena ligera se
muestran en la Tabla 1. Una comparacion de las secuencias humanizadas con la secuencia mC2 Vk y
con DPK15 y Jk1 humana.

5.2 Regién variable de cadena pesada

El gen de linea germinal de raton de correspondencia mas cercana a mC2 Vy AF es VH7183, Locus
AF120466, (Langdon et al, 2000). La comparacion se muestra en la Figura 5. Nueve aminoacidos difieren
de esta secuencia de linea germinal, que est4 mas localizada dentro de CDR2. Los anticuerpos murinos
maduros con CDR1 idéntica o similar (un residi6 diferente) o con CDR2 similar (un residi6 diferente) se
encuentran, pero ninguno con las tres CDR idénticas a mC2 Vy AF. La CDR3 del anticuerpo mC2 es
inusualmente corta, que consiste de solo tres residuos. Sin embargo, se encuentran otros anticuerpos en
la base de datos con CDRS3 de esta longitud. Se puede asignar mC2 Vy AF al subgrupo MuVyllID de
Kabat. El residuo 47 de mC2 Vy es L en lugar de la W mas comun, y el residuo 94 es S en lugar de la R
normal, indicando que estos residuos de region menos variable pueden ser importantes para la actividad
del anticuerpo. La comparacion con las secuencias Vy de linea germinal humana muestra que los genes
del subgrupo Vulll son la mejor correspondencia para mC2 V. La secuencia DP54 junto con la region J
humana HUJu6 se selecciond para proporcionar las secuencias de regiones menos variables aceptadoras
para la Vy humanizada.

Se disefiaron cuatro secuencias Vy humanizadas. C2HuUVH1 consiste de las CDR de mC2 Vy AF con
regiones menos variables de DP54 y HuJu6. En las versiones 2, 3 y 4, se han sustituido los residuos
murinos en la regién menos variable en las posiciones 47 0 94 o ambas. El residuo 47 en la regién menos
variable 2 hace contacto tanto con la CDR como con el dominio Vk. El residuo 94 puede estar
comprendido en el soporte de la conformacion de las CDR. Por lo tanto, estos residuos pueden ser
criticos para el mantenimiento de la unién del anticuerpo.

Las posiciones y cambios que se han hecho en las regiones menos variables de cadena pesada se
muestran en la Tabla 2.

Ejemplo 6.- Construcciéon de Genes de Anticuerpo Humanizado

Las regiones variables modificadas se construyeron por el método de recombinacién por PCR de traslape.
Los casetes de expresion para el anticuerpo quimérico, C2 ChVy AF y C2 ChV, se usaron como plantillas
para mutagénesis de las regiones menos variables a las secuencias requeridas. Los conjuntos de pares
de cebadores mutagénicos se sintetizaron que abarcan las regiones que se van a alterar. Los casetes de
expresion de Vy y Vk humanizadas producidos se clonaron en pUC19 y la secuencia de ADN completa se
confirm6 que es la correcta para cada V4 y Vk. Los genes de la regién V de cadena pesada y ligera,
modificados, se escindieron de pUC19 como casetes de expresion de Hindlll a BamHI. Estos se
transfirieron a los vectores de expresion pSVgpt y pSVhyg que incluyen las regiones constante x o de Ser-
Pro de IgG4 humana, respectivamente, como para los vectores de anticuerpo quimérico. La secuencia de
ADN se confirm6 que es la correcta para la Vy y Vk humanizada en los vectores de expresion.

Ejemplo 7.- Expresion de Anticuerpos Humanizados
7.1 Expresion en linea de células estables
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Los vectores de expresion de cadena pesada y ligera humanizada se co-transfectaron en células NSO por
electroporacién, como para la expresién de anticuerpos quiméricos. Se seleccionaron lineas celulares
productoras de anticuerpo y se expandieron y los anticuerpos humanizados se purificaron, exactamente
como para el anticuerpo quimérico. Los anticuerpos purificados se analizaron por SDS-PAGE.

7.2 Expresion transiente de anticuerpos humanizados

Para acelerar la prueba en las construcciones V4 y Vk humanizadas, diferentes, los casetes de expresion de Vi y Vi
humanizadas de C2 también se transfirieron a los vectores para expresion transiente descrita en la seccién 7.2. Las
cuatro construcciones de Vk de C2 humanizadas se co-transfectaron con la construccién hibrida C2 Vy en células
HEK?293. De manera similar, las cuatro construcciones humanizadas C2 Vy se co-transfectaton con la construccién
C2 Vg hibrida en células HEK293. Se recolectd el medio acondicionado de células tres dias después de la
transfeccion. La cantidad de anticuerpo producido se determiné por ELISA para el anticuerpo de IgGk humano.

Ejemplo 8.- Actividad de Anticuerpos C2 Humanizados
8.1 Actividad de anticuerpos C2 humanizados producidos por transfeccion transiente

Se probaron muestras de medio acondicionado de la transfeccion transiente en el ELISA de amiloide-
beta. Los resultados obtenidos indican claramente que las construcciones de VH humanizada C2 HuVH
AF versiones 2 y 4 son funcionales cuando se combinan con la cadena C2 kappa hibrida, y son
comparables al anticuerpo C2 quimérico en el ensayo. En contraste, los anticuerpos que contienen C2
HuVH AF versiones 1y 3 combinadas con la cadena C2 kappa hibrida no muestran unién para nada en el
ensayo. Esto indica que la sustitucién del residuo murino en la posicion 94 es esencial para la actividad
del anticuerpo. Los anticuerpos que contienen la cadena pesada C2 hibrida combinada con las cuatro
cadenas C2 kappa humanizadas mostraron todos buena unién, comparable al anticuerpo quimérico, en el
ELISA.

8.2 Actividad de Anticuerpos C2 Humanizados, Purificados

Se purificaron ocho anticuerpos C2 humanizados diferentes que comprenden todas las combinaciones de
las dos cadenas pesadas humanizadas y cuatro cadenas ligeras humanizadas a partir de las lineas de
células NSO estables como se describen y se prueba usando el ELISA de amiloide-Beta (Figura 6).

Los resultados obtenidos indican claramente que los anticuerpos C2 HuVH4 se desempefian mejor en el
ensayo que los anticuerpos C2 HuVH2. De los anticuerpos C2 HuVH2, C2 HuVH2/HuUVK3 muestra la
mejor actividad de unién, pero esto es aproximadamente dos veces reducido en comparacion al
anticuerpo de control quimérico C2 ChVHAF/ChVK. La actividad de C2 HuVH2/HuVK2 es de cuatro a
cinco veces reducida en comparacion al control. Las actividades de los anticuerpos que comprenden
C2HuVH4 con las cuatro cadenas ligeras humanizadas diferentes son similares. La actividad més alta se
observa para C2HuVH4/HuVK1 y todos los cuatro anticuerpos estan cercanos al anticuerpo quimérico de
control en el ensayo.

Ejemplo 9.- Modificaciones a CDRL2
9.1 Disefio de cadena ligera con CDR 2 modificada

Como se sefala anteriormente, muchos anticuerpos comparten la misma secuencia de CDRL2
(“KVSNRFS”) como el anticuerpo C2. Se decidio probar si CDRL2 se modificod ligeramente sin afectar de
manera adversa la actividad del anticuerpo. Se seleccionaron dos sustituciones conservadoras: R por K
en la posicién 50 y S por N en la posicion 53. Las dos secuencias alternativas de CDRL2 son por lo tanto
“‘RVSNRFS” y “KVSSRFS". Estas se incorporaron en la secuencia Vx murina sin otros cambios, como
mC2 VK-R y mC2 VK-S, respectivamente.

9.2 Expresion transiente de anticuerpo de CDRL2 modificado

Las dos construcciones de cadena ligera de C2 con CDRL2 modificado, descritas en la Seccién 11.2.1 se
clonaron en el vector de cadena ligera para expresion transiente. Cada una se co-transfectd con el vector
C2 Vu quimérico en células HEK293. Se recolectd el medio acondicionado de las células tres dias
después de la transfeccion. La cantidad de anticuerpo producido se determind por ELISA para el
anticuerpo 1lgGk humano.

9.3 Actividad del anticuerpo C2 con CDRL2 modificada
Las muestras del medio acondicionado de la transfeccion transiente de mC2 Vx con CDRL2 modificado,
combinado con mC2 Vy se probaron en el ELISA de Amiloide-Beta. (Figura 7). Tanto los anticuerpos de

VK-R como de VK-S fueron comparables al anticuerpos C2 quimérico, indicando que las modificaciones
individuales a CDRL2 elegida no afectan de manera marcada la actividad del anticuerpo del ensayo.
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Ejemplo 10.- Determinacién de Afinidad

Para valorar la especificidad de unién y la afinidad de los anticuerpos quiméricos de ratén
(ACI-01-Ab-7-C2) (AF) y humanizados (H4K1; H4K4), se realizé el analisis BIACOREMR
usando fibras y monémeros de amiloide-beta 1-42 como antigeno inmovilizado en un chip
CM5. La tecnologia BIACORE™® utiliza cambios en el indice de refraccion al nivel de
superficie en uniéon del anticuerpo al antigeno inmovilizado en la capa. La unién se detecta
por resonancia de plasmon superficial (SPR) de luz laser que se refleja de la superficie. El
andlisis de la constante de asociaciéon y la constante de disociacion cinética de sefal
permite la discriminacidon entre interaccién no especifica y especifica. La concentraciéon del
anticuerpo se uso6 en el intervalo de 0.05 iM a 1.0 iM.

Mondémeros Fibras

ka(1/Ms) Kg (1/s) KD (M) Ka(1/Ms) Kg (1/s) KD (M)
ACI-01-Ab-7-C2 1.8E+04 2.7E-03 1.5E-07 2.4E+04 9.9E-04 4.1E-08
de raton
AF quimérico 4. 7E+04 9.5E-04 2E-08 5.1E+04 3.3E-04 6.5E-09
H4K1 5.0E+04 9.5E-04 1.9E-08 4 9E+04 2.3E-04 4.7E-09
humanizado
H4K4 2.5E+04 4.4E-04 1.8E-08 1.3E+05 3.0E-04 2.3E-09
humanizado

Ejemplo 11.- Ensayo de Unién Inmunohistoquimica
11.1 Secciones de cerebro humano

Los cerebros de pacientes con AD y pre-AD, sin demencia, saludables se obtuvieron en la
Universitatsklinik en Bonn después de la aprobacion ética. Los cerebros se fijaron en formaldehido y se
deshidraté la region del hipocampo, se incrustd en parafina y se cortaron secciones de 5 um con un
micrétomo. Las secciones de parafina se almacenaron a temperatura ambiente hasta el uso. Para
material fresco, se cortaron crio-secciones de 5 um con un crioestato y las secciones se almacenaron a -
80°C hasta el uso.

11.2 Inmunohistoquimica

Las secciones de parafina se desparafinaron y re-hidrataron al bafiar los portaobjetos en xileno seguido
por etanol al 100%, etanol al 90%, y etanol al 70%. El fondo se disminuyd por incubacion de 30 minutos
en H,0- al 10%, metanol al 10% en agua. Se obtuvo recuperacion del antigeno al incubar los portaobjetos
en acido férmico al 100% durante 3 minutos. Después de 3 lavados en solucién amortiguada con Tris
(TBS, pH 7.5), se blogueo la marcacién no especifica por una incubacion de 2 horas de los portaobjetos
en BSA al 10%, Triton X-100 al 0.25% en TBS. Después del lavado (3 lavados en TBS) se realiz6 el
bloqueo de los anticuerpos enddgenos al adicionar una IgG no marcada anti-humana (Biomeda) e
incubando los portaobjetos en camaras hiumedas durante la noche a temperatura ambiente. Después de
otros 3 lavados, el anticuerpo humano anti-amiloide, primario se adiciono a los portaobjetos y se incubd
otras 24 horas a temperatura ambiente. Después del lavado, se adicioné una IgG anti-humana,
secundaria, marcada con fosfatasa alcalina (Sigma) a los portaobjetos y se incubd durante 2 horas a
temperatura ambiente. Después del lavado, los portaobjetos se revelaron con rojo permanente liquido
(Dakocytomation) se lavaron con agua y se secaron con aire antes del montaje con medio de montaje
permanente (corbitbalsam).

La crio-seccion se fij6 en metanol durante 30 minutos a -80°C y el fondo se disminuy6 por la adicion de
H»O, al metanol frio a una concentracion final de 10% e incubando durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Después de tres lavados en solucién salina amortiguada con Tris (TBS, pH 7.5), se bloqueo la
marcacion no especifica por una incubacion de 2 horas de los portaobjetos en BSA al 10%, Tritén X-100
al 0.25% en TBS como antes y el mismo procedimiento de tincion como antes se llevé a cabo.

Las secciones se examinaron con un microscopio Leica DMLB y se fotografié usando una camara Leica
DC500 y el software Leica FireCam 1.2.0.

Los dos anticuerpos A y C humanos marcaron las placas de cerebros de los pacientes con enfermedad
de AD (Figura 8). Se marcaron placas tanto difusas como de nucleo. Ademas las placas difusas en los
pacientes con pre-AD sin demencia también se pueden detectar por los anticuerpos A y C. El amiloide en
la angiopatia amiloide cerebral (CAA) se marcé con ambos anticuerpos y también se detecté alguna
tincion de las neuronas que puede corresponder a amiloide intracelular. No se vio marcacion en los
cerebros de control de pacientes saludables. Se pueden detectar las placas en secciones de parafina pre-
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tratadas con acido férmico pero no se marcaron las placas en secciones de parafina sin pre-tratamiento
de acido férmico y en criosecciones fijadas en metanol. El anticuerpo B humano no detecta placas en las
secciones de parafina y el anticuerpo de ratén no tifie ni la parafina ni las criosecciones de cerebros
humanos.

Abreviaturas:

A = anticuerpo AF quimérico de unién (IgG4)

B = anticuerpo B quimérico no de unién (IgG4)

C = anticuerpo H4K1 humanizado de union (IgG4)

Raton = anticuerpo de raton ACI-01-Ab-C2 (IgG2b)
Ejemplo 12.- Funcionalidad de mC2 en Fibras Amiloides

12.1 Modificacion de la Conformacion de Fibras Aal-42 e Inicio de la Desagregacién Después de la Unién
del Anticuerpo mC2

A fin de evaluar el mecanismo por el cual el anticuerpo es capaz de desagregar las fibras beta-amiloides
(AB1-42) preformadas, se realiz6 una comparacion minuciosa del ensayo fluorescente de Tioflavina-T (Th-
T) que mide la desagre%acién y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de estado sélido de péptido
AB1-42 marcado con U-"°C Tirosina 10 y Valina 12 que analiza la conformacién secundaria (figura 9A). El
anticuerpo mC2 solubilizé 35.4% de las fibras AR1-42 preformadas e indujo simultAneamente un cambio
en la conformacion secundaria de la beta-hoja a la espiral aleatoria. La reduccién en al poblacion de la
conformacién de beta-hoja con respecto a la espiral aleatoria es del orden de 35% y por lo tanto esta en
acuerdo cercano con aquel medido usando el ensayo de fluorescencia de Th-T (figura 9B). Estos datos
indican que la unién del anticuerpo mC2 inicia una transicion de la estructura secundaria que provoca de
manera potencial una desestabilizacién del arreglo intermolecular paralelo de las beta-hojas afectando
una interrupcion de fibras alargadas en fragmentos méas pequefios.

12.2 Afinidad de Union Dependiente de Conformacién del Anticuerpo mC2

Puesto que es bien conocido en literatura cientifica que se puede usar una proporcién de la energia de
uniéon de anticuerpo-antigeno para la modificacion dependiente de energia de la conformacion de un
antigeno (Blond y Goldberg, 1987), se realiz6 un experimento de comparacion de la afinidad de union del
anticuerpo C2 a la proteina AB1.42 completa y a un péptido més pequefio, de nueve aminoacidos de largo
gue comprende el epitopo del anticuerpo (figura 10). Para esta comparacion, se analizaron las afinidades
del anticuerpo C2 humanizado por ELISA usando péptidos biotinilados que convierten la secuencia
completa de aminoé&cidos del epitopo de C2 (producido por Mimotopes y comprado de ANAWA Trading
SA) y un péptido AB1-42 completo biotinilado (Bachem). El analisis se hizo de acuerdo a las instrucciones
del fabricante (Mimotopes). Como se muestra en la Figura 10, el anticuerpo se une con una afinidad
superior de 36.0% al péptido que comprende su epitopo especifico (aminoacidos 13-21 de la secuencia
de ABi.2) con respecto a la proteina AB1-42 completa. Por lo tanto, se sugiere que la diferencia en la
energia de afinidad de unidon se us6 para la transicion consumidora de energia de la conformacion
secundaria de la proteina amiloide para presentar el antigeno en una posicion mas aceptable para la
interaccion con el anticuerpo. Esto explica porque la afinidad del anticuerpo es menor para la nativa (la
proteina amiloide completa) que para la subunidad aislada.

Ejemplo 13.- Efectos del hC2 anti-amiloide en la agregacion del péptido amiloide-beta 1-42
Para evaluar la capacidad del anticuerpo hC2 monoclonal anti-amiloide-beta humano para mediar los
efectos anti-agregatorios y de desagregatorios en amiloide-beta (AB), se realizé un ensayo de espectro

fluorescencia de tioflavina T.

13.1 Inhibicién del ensayo de Agregacion

Se re-constituyd polvo liofilizado de AB1-42 en hexafluoroisopropanol (HFIP) a 1 mM. La solucion
peptidica se tratd con ultrasonido durante 15 minutos a temperatura ambiente, se agité durante la noche,
y las alicuotas se hicieron en tubos de microcentrifuga no tratados con silicon. EI HFIP entonces se
evaporé bajo una corriente de argon. La pelicula peptidica resultante se secé al vacio durante 10 minutos
y se almaceno a -80°C hasta que se uso.

Para valorar la inhibicion mediada por anticuerpo del a agregacién de AB1-42, el anticuerpo hC2 se pre-
diluy6 en PBS y se hizo una solucion de ensayo que contiene los siguientes componentes en un tubo de
incubacién sin silicén: anticuerpo pre-diluido 3.3 0 0.33 mM, tioflavina T 10 mM, AB1-42 33 mM, y DMSO
al 8.2%. Por lo tanto, las relaciones molares finales del anticuerpo a AB1-42 fueron 1:10 y 1:100. También
se prepararon soluciones apropiadas de control. Las soluciones entonces se incubaron durante 4 horas a
37°C, y la espectrofluorescencia (unidades relativas de fluorescencia; RFU) se leyeron en seis réplicas en
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placas negras de 384 concavidades (Perkin-Elmer) en un espectrofluorometro de Perkin-Elmer
FluoroCount. La espectrofluorescencia entonces se midié y se calculd el % de desagregacién como se
describe mas adelante.

13.2 Ensayo de Desagregacion

Para valorar la desagregacion mediada por anticuerpo de AB1-42 pre-agregado, se produjo un AB1-42 de
bajo peso molecular, preparado como se describe anteriormente, como una solucién de 110 en DMSO al
27% y PBS 1 x. esta solucion entonces se dej6é agregar a 37°C durante 24 horas después de lo cual se
adicionaron los siguientes: anticuerpo pre-diluido 3.3 o 0.33 mM vy tioflavina T 10 mM. Esto dio por
resultado una relacion molar de anticuerpo 1:10 y 1:100 a AB1-42. Esta soluciéon entonces se incubd
durante 24 horas adicionales a 37°C. La espectro fluorescencia entonces se midié y se calculé el % de
desagregacion como se describe mas adelante.

13.3 Célculo

La inhibicién de la agregacién o desagregacion se expresa como % de inhibicion media o % de
desagregacion media, respectivamente, + erro estandar de la media (SEM) de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

% de inhibicién = (RFU de control positivo-RFU de control negativo)-(RFU de muestra con AB1-42-RFU de
muestra sin AB1-42) x 100%
(RFU de control positivo-RFU de control negativo)

13.4 Resultados
13.4.1 Inhibicion de la agregacion de AB1-42

La inhibicion de la agregacion de AB1-42 usando el anticuerpo hC2 se muestra en la Tabla 1 y la Figura
18. A una relaciéon molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100, la inhibicién promedié 30% (2 experimentos
independientes), en tanto que a una relacién molar de 1:10, la inhibicion fue de 80% (2 experimentos
independientes; ver Tabla 1).

Tabla 1. Inhibicién mediada por hC2 de la agregacion de AB1-42 a relaciones molares de anticuerpo a
AB1-42 de 1:100y 1:10.

Anticuerpo Relaciéon molar (anticuerpo a AB1-42)
1:100 1:10
hC2 30.0+4.1% 80.4 + 6.9%

13.4.2 Desagregacion de AB1-42 pre-agregado

La desagregacion de AB1-42 pre-agregado usando el anticuerpo hC2 se muestra en la Tabla 2 y Figura
19. A una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100, la desagregacion promedio 24%, en tanto que
a una relacion molar 1:10, la desagregacion fue de 32% (3 experimentos independientes; ver Tabla 2).

Tabla 2. Desagregacion mediada por hC2 de Abl1-42 pre-agregado a relaciones molares de anticuerpo a
AB1-42 de 1:100 y 1:10.

Anticuerpo Relaciéon molar (anticuerpo a AB1-42)
1:100 1:10
hC2 23.9+4.4% 31.9 +3.5%

Usando el ensayo de tioflavina T, se pueden demostrar las propiedades bifuncionales del anticuerpo hC2
humanizado anti-AB, especificamente para inhibir la agregacion de AB1-42 en conformacion protofibrilar
patégena y ademas para desagregar las protofibrillas AR1-42 preformadas. hC2 inhibié la agregacion de
AB1-42 por 80% a una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:10. La capacidad de hC2 para
desagregar las protofibrillas pre-agregadas de AB1-42 a una relacién molar de 1:10 se mostr6 que es de
32%.

Ejemplo 14.- Unidn especifica de la conformacion de mC2 a diferentes clases de proteina amiloide

A fin de evaluar la especificidad de mC2 a diferentes etapas de proteina amiloide polimerizada, amiloide
monomerico, polimérico, soluble vy fibrilado, se realiz6 un ELISA revestido con estas diferentes etapas de
beta-amiloide polimérico (figura 11). Los monémeros se prepararon de acuerdo a un método modificado,
publicado por (Klein 2002), el amiloide-beta polimérico soluble de acuerdo a (Barghorn et al., 2005), en
tanto que las fibras se realizaron por incubacion del amiloide (Bachem, Suiza) con una concentracion final
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de 1 pg/ul en Tris/HCI, pH 7.4 a 37°C durante 5 dias seguido por un paso de centrifugacion (10000 rpm
durante 5 minutos). Entonces los polimeros amiloides se revistieron en placas de ELISA con una
concentracion final de 55 pg/ml y se realizd6 un ELISA de afinidad de unidén al usar un anticuerpo
monoclonal anti-lgG de ratén (Jackson) marcado con fosfatasa alcalina. Como se demuestra en la Figura
11, el anticuerpo mC2 se une con mayor afinidad a amiloide-beta polimérico soluble que a otras fibras y
con lo menor a mondmeros. Estos datos indican que la unién del anticuerpo se ve influenciada por el
epitopo del amiloide y por la conformacion de los diferentes agregados amiloides.

Ejemplo 15: Correlacion de epitopos del anticuerpo monoclonal hC2 de AC Inmune

Se realizé la correlacion de epitopos del anticuerpo monoclonal humanizado hC2 por ELISA usando tres
diferentes bibliotecas de péptidos. Una biblioteca comprendié un total de 33 péptidos biotinilados que
cubren la secuencia completa de aminoacidos (aa) de AB1-42 (producido por Mimotopes y comprado de
ANAWA Trading SA), la segunda biblioteca contiene péptidos biotinilados usando el péptido 12 (aal2-20
de AB) de la primera biblioteca de péptidos y sustituyendo cada aa en la secuencia por una alanina (ver
Tabla 3 posterior), y la tercera biblioteca contiene los péptidos biotinilados 13, 14 o 15 (aa 13-21, 14-22 o
15-23 AB) y sustituyendo en cada caso los ultimos aminoacidos a una alanina o a una glicina para el aa
21 que es ya una alanina (ver tabla 4 posterior). Se usé un péptido AB1-42 completo biotinilado como
control positivo (Bachem). Se realiz6 la correlacién de epitopos de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Mimotopes). De forma breve, se bloquearon placas revestidas con estreptavidina (NUNC) con
BSA al 0.1% en PBS durante la noche a 4°C. Después del lavado con PBS-Tween 20 al 0.05%, las placas
se revistieron durante 1 hora a temperatura ambiente con los diferentes péptidos de la biblioteca, se
diluyeron en BSA al 0.1%, Azida Sédica al 0.1% en PBS a una concentracion final de 10 um. Después del
lavado, las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo hC2 o con un
anticuerpo de IgG4, quimérico, de unién a AB diluido a 200 ng/ml en BSA al 2%, Azida Sddica al 0.1% en
PBS. Las placas se lavaron nuevamente y se incubaron con IgG anti-humano de cabra conjugada con
fosfatasa alcalina durante 1 hora a temperatura ambiente. Después del lavado final, las placas se
incubaron con sustrato de fosfatasa (pNPP) y se leyeron a 405 nm usando un lector de placas ELISA.

Se muestra que el anticuerpo monoclonal humanizado hC2 se unié especificamente a los péptidos 12, 13,
14, 15y 16 de la primera biblioteca de péptidos. Estos péptidos comprenden aa 12-20, 13-21, 14-22, 15-
23 y 16-24, respectivamente de AB1-42, sugiriendo que el epitopo esta en la region 12-24 de AB. Se uso
una segunda biblioteca con sustituciones de alanina para determinar los aa criticos para la union a Ap1-
42 (VHHQKLVFF). La unién del anticuerpo hC2 se pierde completamente cuando los aminoécidos 16, 17,
19 o 20 se sustituyen por una alanina, indicando que estos aa son absolutamente criticos para la union
del anticuerpo AB. La uniéon del anticuerpo hC2 se pierde parcialmente cuando se sustituyen los aa 15y
18.

La union también casi se pierde completamente cuando aa 14 se sustituye por una alanina, indicando que
aa 14 también es muy importante para la unién.

Finalmente, se us6 una tercera biblioteca para determinar si aa 21, 22 o 23 son criticos para la unién al
epitopo. La unién del anticuerpo a aa 15-23 se redujo cuando se sustituyé aa 23 por una alanina,
indicando que aa 23 también es importante para la unién. La unién se perdié parcialmente cuando aa 21
se sustituyd por una glicina y se perdié ligeramente cuando aa 22 se sustituyé para una alanina.

Ejemplo 16.- Neuropoteccion por el anticuerpo hC2

La capacidad del anticuerpo hC2 para proteger las neuronas de la degeneracién inducida por oligémero
de Abeta se valoré en un ensayo in vitro. Se aislaron neuronas corticales de ratén de 16.5-17.5 dias,
embridnicos, se disociaron y cultivaron in vitro en el medio N3-F12. Las células se cultivaron durante 9
dias en total, y se alimentaron el dia 3 y el dia en que se adicion6 el oligdbmero de Abeta, o el oligdmero
de Abeta mas el anticuerpo hC2 anti-Abeta. En el dia cinco (“4 dias de Abeta”) o en el dia seis (“3 dias de
Abeta”), ciertas concavidades de las células se trataron con ya sea oligémero de Abeta 2 uM solo o una
combinacion de oligémero de Abeta 2 uM y 50 pg/ml de anticuerpo hC2 anti-Abeta.

El oligbmero de Abeta se prepar6 al disolver Abeta 1-42 (rPéptido) en HFIP, de lo cual los péptidos de
Abeta se pusieron en alicuotas de 10 ul a 1 mg/ml y luego se evaporaron en una campana de humo
durante 30 minutos y se almacenaron peliculas peptidicas a -80°C hasta el uso. En el uso, la pelicula
peptidica se disolvié en 10 ul de DMSO, luego 78.6 ul de HAMS F12, y la solucién de péptido de Abeta se
incub6 a 4°C durante 24-48 horas (concentracion final de 25 uM de Abeta).

Para células de control, se adicion6 DMSO-F12 solo al mismo volumen como Abeta-DMSO en el dia 5,

las células se cultivaron durante 4 dias adicionales sin ningun tratamiento adicional. En el dia 9, las
neuronas de todas las condiciones de cultivo se fijaron y se tifieron con Tujl (un anticuerpo anti-beta-
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tubilina), seguido por tincion con anticuerpos secundarios marcados con FITC para visualizar los
microtubulos, y de esta manera los procesos neuronales en general. Los resultados se muestran en la
Figura 20. Las neuronas corticales embriénicas no tratadas de raton mostraron morfologia normal
después de nueve dias de cultivo (Figura 20, panel a la izquierda). El tratamiento de las células con el
oligbmero de Abeta durante tres dias indujo degeneracion de axones y provocé una disminucion en el
numero total de axones (Figura 20, panel central inferior), y este efecto fue aun mas pronunciado a los
cuatro dias del tratamiento (Figura 20, panel central superior). En contraste, las células tratadas con la
combinacién de oligébmero de Abeta y anticuerpo hC2 anti-Abeta, parecié similar a las células de control
(Figura 20, paneles derechos superior e inferior). Estos resultados indican que el anticuerpo hC2 anti-
Abeta fue capaz de proteger neuronas corticales embriénicas de ratén de la degeneracion inducida por el
oligébmero de Abeta.

Tabla 1.- Posiciones y cambios hechos en las regiones menos variables de cadena ligera C2 humanizada
Posicién, cadena ligera 87 | 50 | 53
C2Vk de ratén

C2HuVk1 humanizado

C2HuVk2 humanizado

C2HuVk3 humanizado

C2HuVk4 humanizado

dpk15 de linea germinal humana
C2Vk-R de ratén

C2Vk-S de ratén

O |~ RO R |&H
<|m<|m|<|m
zlz|z|z|z|z

|- |RR|R|R R

(72}

Tabla 2.- Posiciones y cambios hechos en las regiones menos variables de cadena pesada C2
humanizada

Posicion, cadena pesada
C2VHAF de raton

C2HuUVHAF1 humanizada
C2HuUVHAF2 humanizada
C2HuUVHAF3 humanizada
C2HuUVHAF4 humanizada

DP-54 de linea germinal humana

simmisls|m s
;U(D;U(D;U(Df

Se construyeron un total de 8 anticuerpos diferentes con las cadenas ligeras C2HuVk1l, C2HuVk2,
C2HuVk3, C2HuVk4, humanizadas y las cadenas pesadas C2HuVHAF4 y C2HUVHAF2

Tabla 3.- Resumen de péptidos usados en la segunda biblioteca
aa que son importantes para la unién se marcan en cursivas y subrayados y aa absolutamente criticos
para la unién se marcan en cursivas y negritas.

p12-20
A12
A13
Al4
A15
A16
A17
A18
A19
A20
aa no.

>|Ir|iririrjirr

>(mmim|m|im|m|im|Tm

I|I|T|T|T|T|T|>|T|T
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Tabla 2.- Resumen de péptidos usados en la tercera biblioteca.
aa que son importantes para la unién se marcan en cursivas y subrayados y aa absolutamente criticos
para la unién se marcan en cursivas y negritas.

p13-21 HIHJ|Q[K L [V IF [F [A
p1321 [G21 |[H |H |Q |K |L |V |[F |[F |G
pl4-22 Hlo |k ]|L v IEJ|E A TE
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pl4-22 [ A22 HIQ[K]J[L [VIFEI[E [ATA

p15-23 Q |[K|L [VI]FJ]F A TE |D
p15-23 | A23 Q |[K L [V ]F |[F A TE [A
aa no. 13 [14 |15 |16 |17 |18 [ 19 [ 20 [ 21 [ 22| 23
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SECUENCIAS
<110 AC Immune

<120> Anticuerpo Humanizado

<130= MI1967 EP 53

<160> 32

<170> Patentln version 3.3

<210= 1

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220

<=223> regiom variable de cadena pesada humanizada (CDR1) C2 HuVH AF 4
<400 1

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser

| 5 10

<210= 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<22(>

<223> region variable de cadena pesada humanizada (CDR2) C2 HuVH AF 4
=<400= 2

Ser lle Asn Scr Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

=210= 3

<211= 3

<212= PRT

<213> Mus musculus
<220

<223> region variable de cadena pesada humanizada (CDR3) C2 HuVH AF 4
=400> 3

Gly Asp Tyr

1

<210= 4

<211> 16

60



ES 2529174 T3

=212> PRT

=213 Mus musculus

<220>

223> region variable de cadena ligera humanizada (CDR1) C2 HuVK 1
<400> 4

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Ser Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
<210= 5

<211= 7

<212= PRT

<213= Mus musculus

<220=

<223> region variable de cadena ligera humanizada (CDR2) C2 HuVK 1
<400> 5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1 3

<210> 6

<211> 9

<212= PRT

<213> Mus musculus

<220>

<223> region variable de cadena ligera humanizada (CDR3) C2 HuVK 1
<400= 6

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr

1 5

<210> 7

<211= @

=212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> epitopo, region 2 de Af

<400= 7

Val Phe Phe Ala Glu Asp

1 5

<210= 8

<211= §

<212>= PRT

<213> Homo sapiens
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<220>

<223> epitopo, region 1 de AP
<400> 8

His Gln Lys Leu Val

| 5

<210= 9

<211= 6

=212> PRT

<213> Homo sapiens

<220=

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(1)

=<223> Xaa puede ser Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe, o lle
<220=

<221> misc caracteristica
<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser Ala, Val, Leu, Ser o lle
<220

<221> misc caracteristica
<222 (5).(5)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp
<220=

<221> misc caracteristica
<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser Gluo Asp
<400= 9

Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa

1 9

<210= 10

<211> 5

<212>= PRT

=213> Homo sapiens

<220=

<221> misc caracteristica
<222= (1).(1)

<223> Xaa puede ser His, Asn, Gln Lys, o Arg
<220

<221> misc caracteristica
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<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Asn o Gin

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe, o lle
<400> 10

Xaa Xaa Lys Leu Xaa

1 5

<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser His, Asn, Gln Lys, o Arg
<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Asn o Gln

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe, o lle
<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser Ala, Val, Leu, Serolle
<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (10)..(10)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<400> 11

63



ES 2529174 T3

Xaa Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210= 12

=211= 112

<212= PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cadena ligera variable C2 HuVK 1 humanizada artificial

=400> 12

Asp lle Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

| 5 10 15

Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Val Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gin Ser

35 40 45
Pro Gln Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle

65 70 75 RO

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser

85 90 95

Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

=210> 13

<211> 219

<212= PRT

<213> secuencia artificial

<220=

=223> cadena ligera C2 humanizada artificial

<400> 13

Asp lle Val Met Thr Glin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

15 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
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Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 80 o5
Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125
Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210= 14
<211= 107
<212= PRT
<2]13> secuencia artificial
<220
<223> region constante ligera C2 humanizada artificial
=400> 14
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu
1 5 10 15
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin
35 40 45
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
50 55 60
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
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85 o0 95

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210= 15

=211= 112

<212= PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cadena pesada variable C2 HuVH AF 4 humanizada artificial

<400= 15

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Val

35 40 45
Ala Ser lle Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr

65 70 75 80

Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

<210> 16

=211> 439

<212= PRT

<213> secuencia artificial

<220

=223> cadena pesada C2 humanizada artificial

<400>= 16

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Val

35 40 45
Ala Ser lle Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val

66



ES 2529174 T3

50 35 60 -
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 73 80
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
100 105 110
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
115 120 125
Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
130 135 140
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
145 150 155 160
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
165 170 175
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr
180 185 190
Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
195 200 205
Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
210 215 220
Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
225 230 235 240
Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
245 250 255
Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
260 265 270
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe
275 280 285
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
290 295 300
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
305 310 315 320
Pro Ser Ser lle Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg
325 330 335
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gin Glu Glu Met Thr Lys
340 345 350
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pra Ser Asp
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355 360 365
[le Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
370 375 380
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
185 390 395 400
Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
405 410 415
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
420 425 430
Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435
<210= 17
<211= 326
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220
<223> region de cadena C gamma-4 de [g - modificada
<400= 17
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 15
Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr
%] 70 75 80
Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 93
Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
100 105 110
Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
115 120 125
Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
130 135 140
Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gin Phe Asn Trp Tyr Val Asp
145 150 155 160
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Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Phe
165 170 175
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp
180 185 190
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
195 200 205
Pro Ser Ser lle Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
210 215 220
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys
225 230 235 240
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
245 250 255
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
260 265 270
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
275 280 285
Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
290 205 300
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser
305 310 315 320
Leu Ser Leu Ser Leu Gly
325

<210> 18

=211= 51

<212> ADN

<213> Mus musculus
<220>

<223> region variable de cadena pesada humanizada (CDR2) C2 HuVH AF 4

<400> 18

agcatcaata gtaatggtge tageacclat tatccagaca gigigaaggs 51
<210> 19

<211= 9

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
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<223> region variable de cadena pesada humanizada (CDR3) C2 HuVH AF 4
<400> 19

ggtgactac 9

<210= 20

<211= 49

<212= DNA

<213> Mus musculus

<210>

<223> region variable de cadena ligera humanizada (CDR1) C2 HuVEK 1
<400= 20

agatctagtc agagectigt atatagtaat ggagacacct atttacatt 49

<210> 21

<211> 635

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220=

<223> cadena ligera variable C2 Hu VK 1 humanizada artificial

<400> 21

gatatigtga tgacceaate tecactetoe clgeelgiea cloelggiga gectgecice 60
atcieitgea gatclagica pagectigla tatapgtaatg pagacaccta titacattge 120
tacctgeaga agecaggeca gictccacag cloctgatct acaaagtttc caaccgattt 180
tctgggatce cagacaggtt cagtggeagt ggatcaggga cagatttcac actcaagate 240

agcagagigg aggctgagea tgtgggagtt tattactget ctcaaagtac acatgttect 300
tgpacgticg gecaaggeac caagglggaa alcaaa 336

<210> 22

<211= 657

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220=

223> cadena ligera C2 humanizada artificial

<400> 22

gatattgtga tgacceaale tecactelec clgectgtca cleclggtga gectgectece 60
atctctigea gatctagtca gagectigta tatagtaatg pagacaccta tttacatigg 120
tacctgcaga agccaggeca gictccacag ciectgatet acaaagtitc caaccgattt 180
telgggpice cagacaggit cagtpgcagl goatcaggga cagatticac actcaagate 240
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agcagagtgg aggctgagpa tgtggpagtt tattactget clcaaagtac acatgticct 300
tggacgttcg gocaaggeac caaggtggaa atcaaaagga ctgtggetpe accatetgte 360
ttcatettee cgecatetga tgageagttg aaatctggaa ctgectetgt tgtgtgectg 420
ctgaataact tctatcccag agaggecaaa glacagigga aggtggataa cgecctecaa 480
tcgggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagea aggacageac ctacagecte 540
agcageacce tgacpcetgag caaagcagac tacgagaaac acaaagicta cgectgegaa 600
gtcacceate agggectgag ctcgeccgle acaaagaget tcaacaggeg agagtpt 657
<210= 23

<211= 321

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223 > region constante de cadena ligera C2 humanizada artificial

<400= 23

aggactgtgg ctgcaccate tgtettcate tteccgecat cigatgagea gttgaaatet 60
ggaactgect ctgttgtgteg cotgetgaat aacttetate cecagagagge caaagtacag 120
tggaaggtpg ataacgccct ccaatcgggt aactcccagy agagtgteac agageaggac 180
agcaaggaca goacclacag cotcagcage accctgacge tgageaaage agactacgag 240
aaacacaaag tctacgectg cgaagtcace catcagggec tgagetcgee cgtcacaaag 300
ageticaaca ggegagagigt 321

<210> 24

<211= 798

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cadena pesada variable C2 HuVH AF humanizada artificial

<4(0= 24

paggtgcage tgetogapte tgpogeagee ttagtgeage ctpgagggte cotgagacte 60
tccigtgoag cotctggatt cactitcagt agetatggea tgtettgget tegocageet 120
ccaggcaagg giclcgaatt ggtcgeaage atcaatagta alggiggtag cacctattat 180
ccagacagtg tgaagggccg attcaccate tccagagaca atgecaagaa clecctgtac 240

ctpcaaatga acagtctgag agetgaggac accgeegtgt attactgige aagiggtgac 300
tactgggpcc aaggeaccac tgtcacagic tectea 336

<210= 25
<211> 1317
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<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220

<223> cadena pesada C2 humanizada artificial

<400 25

gaggtgcage tggtcgagtc tggoppappe ttagtgeage ctggagegte cotgagacte 60
tectglgeag colctggatt cactttcagt agetatggea tgtettgeet togecagget 120
ccaggeaagg gictcgaatt ggtcgeaage atcaatagta atggtgetag cacctattat 180
ccagacagtg tgaagggccg aticaccatc tccagagaca atgecaagaa ctecctgtac 240
ctgcaaatga acaglclgag agetgaggac accgecgtgt attactgtge aagtggtgac 300
tactggggee aaggeaccac tgtcacagtc tectcagelt ccaccaaggg cecalecgie 360
ttcccoctgg cgocctgeote cagategace leegagagea cageegecet ggpetgectg 420
gtcaagpact acttccccga accggtgacg gtgtcgtppa acicaggepe cotgaccage 430
gecgtgcaca celtecegge tgtectacag tectcaggac tetactecet cageagegtg 540
gitgaccgige colccageag citgggcacg aagacctaca coigeaacgt agatcacaag 600
cccagcaaca ccaaggigga caagagagtt gagiccaaal atggtecece giglecccca 660
tgcccageac ctgagttect gpggeoacea teagictice tgticeceee aaaacccaag 720
gacactctca tgatctcocg gaccectgag gleacgtgeg tgetggtgea cetgagecag 780
gaagaccccg aggtccagtt caactggtac giggatggce tggagetgea taatgeeaag 840
acaaagccgc gEgaggagea gticaacage acgtaccgty tggteagegt cetcaccgte 900
ctgcaccagg actggotgaa cggeaaggag tacaagtgca aggictccaa caaaggecte 960
ceptecteca tegagaaaac catctccaaa gecaaaggge ageccogaga gecacaggtg 1020
tacaccctge coccatecea ggaggagatg accaagaace aggteageet gacetgeetg 1080
gtcaaagget tetaccoeag cgacatcgee gleggagtpeg agageaatgg geagecggag 1140
aacaactaca agaccacgee tccegteete gattecgacg getectictt cetetacage 1200
agpctaaccg tggacaagag cagglggcag gagggeaatg totictcatg ctecgtgatg 1260
catgaggcic tgcacaacca ctacacacag aagagcctet cootgieict geptaaa 1317
=210= 26

<211= 98]

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220=

=223 > region constanie de cadena pesada C2 humanizada artificial
<400> 26

gettccacca agggeccate cgteticece clggogocet getecagate gacctecgag 60
ageacagecg coolgggetg cotggtcaag gactacttce cogaaccggt gacggtgteg 120
tggaactcag gogooctgac cagogecgtig cacacctice cggotgtect acagteetea 180
geactctact cecleageag cgtggtgace glgecctcea geagettgge cacgaagace 240
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tacacctgea acgtagatca caageccage aacaccaagg lggacaagag agttgagtee 300
aaatatggtc cccogtgto cocatgecea geacctgagt teelggeeee accatcagie 360
ticcigitce ceccaaaace caaggacact clcatgatet coopggaccee tgaggtcacg 420

tgcgigeteg tggacgtgag ceaggaagac cecogaggice agttcaactg gtacgtgzat 480
ggcgtpgape tEcataatge caagacaaag CCECEERAgE agcagticaa cageacgtac 540
cgtglggica goglectcac cgtectgoac caggactgge tgaacggeaa ggagtacaag 600
tgcaagglct ccaacaaagg cotcecogice tecatcgaga aaaccatctc caaagecaaa 060
ggpcagecce gagagocaca ggtgtacace cigoccecal cocaggagga gatgaccaag 720
aaccaggica gectgacctg cetggtcaaa ggetictace ccagegacat cgeegtggag 780
tgggagagca atgggcagec ggagaacaac tacaagacca cgocteecgt cetegattee 840
gacggetect tettccteta cageaggeta accgtggaca agageagglg geaggaggeeg 900
aatgtettct catgetecgt gatgeatgag gotctgeaca accactacac acagaagage 960

ctetcectgt clelggetaa a 981
<210= 27
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400=> 27
Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Gln Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Ser
20 25 30
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95
Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210 28
=211> 112
<212 PRT
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<213> Mus musculus
<400 28
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Leu Val
35 40 45
Ala Ser lle Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 S5 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 20
Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

85 90 05
Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Ser Thr Leu Thr Val Ser Ser

100 105 110

<210> 29
<211> 336
<212> ADN
<213= Mus musculus
=400 29
gatgttetea tgacccaaac tecactetee ctgectgtea gtettggaga tcaagectee 60
atctcttgea gatctagica gagecttgta tatagtaatg gagacaccta tttacattgg 120
tacctgeaga agecaggeea gietccaaag ctectgatet acaaagitic caaccgatit 180
tetgggatee cagacagett cagtggeagl ggatcaggpa cagatticac actcaagate 240
agcagagteg agoctgagea tetgggagtt tatttetget cteaaagtac acatgttecet 300
tgeacgticg giggagecac caagetagaa atcaaa 336
<210= 30
=211= 417
<212> ADN
=<213> Mus musculus
=400 30
atgaagttge cigttaggct gttgptgctg atgttctgga ttectgettc cageagtgat 60
gttgtgatga cocaaactee acicteectg cetgicagte tiggagatea agectecate 120
tcttgcagat ctagtcagag cotigtatat agtaatggag acacctaltt acattggtac 180
ctgcagaage caggecagic tecaaagele ctgatctaca aagtticcaa cogattitet 240
geppicccag acaggticag tggeagtgga tcaggpacag atttcacact caagatcage 300
agagtggagg ctgaggatct gggagtitat tictgetcte aaagtacaca tgttcettgg 360
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acgitcggtg gaggcaccaa getagaaatc aaacgggctg atgetgeace aactgta 417
<210= 31

<211> 336

<212Z= ADN

<213> Mus musculus

<400> 31

gagptpcage tggtgpagtc tgppopappc ttagtocage ctggagepte cotgaaacte 60
tcctgtgcag cotetgpatt cactttcagt agetatggcea tgtettgeet tegecagact 120
ccagacaaga ggctggaatt pptcgeaage atcaatagta atggtgptag cacctattat 180
ccagacagtg tgaagggccg attcaccate tccagagaca atgecaagaa caccetgtac 240
clgeaaatga geagtcetgaa gtetgagpac acagecatgt attactgtge aagtpgtgac 300
tactgggece aaggclecac tetcacagle tectea 336

<210= 32

<211> 408

=212= ADN

<213> Mus musculus

<400= 32

atgrasttsg ggytcagmtt gritttcctt geccttattt taaaaggtet ccaatgtgag 60

Etgcagetgg tggagtclgg gggagectta glgcagectg gagggiceet gaaacictece 120
tgtgecagect ctggattcac titcagtage tatggeatgt cttggpticg cecagactcca 180

gacaagagpc tggaaltpet cgcaageale aatagtaatg gigptageac ctattatcca 240
gacagtgtga agggecgatt caccatctce agagacaatg ccaagaacac cetgtacetg 300
caaatgagca gictgaagtc tgaggacaca goecatgtatt actgtgeaag tggtgactac 360

tgggpccaap petecactet cacagletee tcagecaaaa caacacce 408

75



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2529174 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, capaz de unirse especificamente a beta
amiloide, en donde el anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo comprende una region variable de
la cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y una region
variable de la cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, y en
donde el anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo comprende la variante D265A de la region Fc
de IgG1.

2. El anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo de la reivindicacion 1, en donde la variante D265A
resulta en una funcién de efector reducida.

3. Una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el
anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 3, que comprende secuencias de nucleétidos
seleccionadas de: (a) una secuencia que codifica SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, que representa las
Regiones Determinantes de Complementariedad (CDRs) 2 y 3 de la Regién Variable de la Cadena
Pesada (HCVR), respectivamente, (b) una secuencia que codifica SEQ ID NO: 4, que representa CDR 1
de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR); (c) SEQ ID NO: 18; (d) SEQ ID NO: 19; (e) SEQ ID
NO: 20; (f) una secuencia de SEQ ID NO: 22 que codifica la cadena ligera, (g) una secuencia de SEQ ID
NO: 21 que codifica la region variable de la cadena ligera, (h) una secuencia de SEQ ID NO: 24 que
codifica la region variable de la cadena pesada e (i) una secuencia de SEQ ID NO: 21 que codifica la
region variable de la cadena ligera.

5. Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 3 6 4.
6. Una célula que comprende un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacién 5.

7. Una composicion que comprende el anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con
la reivindicacibn 1 6 2, en una cantidad terapéuticamente eficaz y que comprende ademas,
opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable.

8. Una composiciéon que comprende el anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo de acuerdo con
la reivindicacién 1 6 2 y, opcionalmente, que comprende, ademas, una sustancia biolégicamente activa
adicional en una cantidad terapéuticamente eficaz y/o un soporte y/o un diluyente y/o un excipiente
farmacéuticamente aceptable, en donde la sustancia biolégicamente activa adicional se selecciona de un
agente terapéutico utilizado en el tratamiento de amiloidosis provocada por amiloide beta, compuestos
contra estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, queladores metélicos, inhibidores de la reparacion
del ADN tal como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfonico (3APS), 1,3-
propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de a-secretasa, inhibidores de - y y-secretasa, proteinas tau,
neurotransmisores, interruptores de la lamina g, atrayentes de componentes celulares de
depuracién/agotamiento de amiloide-g, inhibidores de amiloide-beta N-terminal truncado incluyendo
amiloide beta 3-42 piroglutamado, moléculas anti-inflamatorias, inhibidores de colinesterasa (ChEl) tales
como tacrina, rivastigmina, donepezil y/o galantamina, agonistas de M1, farmacos modificadores de
amiloide o tau y complementos nutritivos.

9. El anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en una
cantidad terapéuticamente eficaz, para uso en un método para prevenir, tratar o aliviar los efectos de una
o més enfermedades relacionadas con la amiloidosis, seleccionadas de amiloidosis, trastornos
neuroldgicos tal como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés); complejo de Parkinson-Demencia
de Guam; paralisis supranuclear progresiva, esclerosis mdultiple; enfermedad de Creutzfeld-Jacob,
enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), Diabetes
de Comienzo en Adulto; amiloidosis cardiaca senil, tumores endocrinos, degradacion de neuronas
inducida por AB o afeccién asociada a amiloide caracterizada por una pérdida de capacidad de memoria
cognitiva y degeneracién macular en un sujeto que los necesita.

10. Una composicion terapéutica que comprende el anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, para uso en un método de tratamiento de la amiloidosis en un sujeto
que lo necesita.

11. Un método de diagnosis de una enfermedad o afeccion asociada a amiloides, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de tejido de un sujeto sospechoso de contener la proteina amiloide,

76



10

15

20

25

30

ES 2529174 T3

con el anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, anticuerpo
que se une con un epitopo de la proteina amiloide;

(b) permitir que el anticuerpo y/o la parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunolégico;

(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra del sujeto.

12. Un método para determinar el grado de carga de placas amiloidogénicas en una muestra de tejido y/o
fluidos corporales de un sujeto, que comprende:

(a) someter a ensayo dicha muestra en cuanto a la presencia de proteina amiloide con el anticuerpo
humanizado o el fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2;

(b) determinar la cantidad de anticuerpo unida a la proteina; y
(c) calcular la carga de placas en el tejido y/o fluidos corporales del sujeto.

13. Un kit de prueba para la deteccion y diagnosis de enfermedades y afecciones asociadas a amiloides
que comprenden el anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 6
2 y, opcionalmente, que comprende, ademas, instrucciones para utilizar los anticuerpos con el fin de
unirlos a proteina amiloide para formar un complejo inmunolégico y detectar la formacién del complejo
inmunolégico de modo que la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se correlacione con la
presencia o ausencia de proteina amiloide.
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C: Anticuerpo hC2 A: Anticuerpo quimérico
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Figura %A
—-Espectro medido
Suma de ajustes —=-Eapaciro ned_'l_dn
Ajuste de ValCf hoja Suma de ajustes
- Ajusbe de YalCh aleatorle Ajuste de ValCPp hoja
Ajuste de ValCf aleatorioc
o
J."l -ﬂ'
/ ‘\ ~\ ng :
e “\J&,__gﬁ \ 5 ——Hr’ -
M w s = 0 # " w @ % M 0 b w

Desplazamiento quimico ¢ (ppm) Cesplazamiente guimico 110 (ppm}

Figura 9B
PBS €2 de ratdén
Resonancia % de ¥ de
5 150 (ppm) FWHH (H2) | | fersidag b 180 (ppm) FWHH (Ha} | 1ntensldad
Integral Integral
Val Cg -hola 3260 179 817 33.09 366 535
Val OB -zleatorio 3027 200 183 30.27 330 46.5

A} Comparaciin de espectros de 13C CPMAS y ajustes para fibras amiloides Pl-42 marcadas con U-13C

Tyrld y VallZ incubadas con PBS (izquierda; sirve como control) o ACI-T7-CZ (derecha) durante 24 horas y
luege ligfilizades. Loz ajustes para laa doz conformaciones de Val2 CP se muestran en wverde (hoja) y azul
{espiral aleatorial. El pico en ¢33 ppm corresponde a la conformacién de beta-hoja de las fibras en tanto
que a 30 ppm es un resultado de la conformacién de espiral aleatoria.

B} : Comparacidén de parémetros ajustados para las dos conformaciones de val 12 Cp. Los desplazamientos
quimicoes ajustados para las dos conformacicnes son bastante similares pero son muy difersntes las
intenzidadees integrales, que reflejan una reduccidn en la conformacidn de beta-hoja original por
aproximadamente 35% (1-(33.5/81.7)). Este 2 un arregle muy cerrade con el valor gque se chiuve de

la medicién de flucrescencia.

FIG9

{(Ejemplo 12)

86



ES 2529174 T3

0.D. Afinidad de Unidon de C2 humanizado en ELISA
Lqi . e . R y R T

08 s e ohc2

@ IgCt sin unién

D.ﬁ : .' I.‘ ‘1=

02 pmen’ | g

Péptido de Epitopo

FIG 10

(Ejemplo 12)

87



ES 2529174 T3

BIAE G o8 5 e e e 7 s s s

35 it -

r A
At - —/ £ ! preparacién de amiloide beta
0.025 / /, ' —#— polimérice soluble
2 / / Preparacién de sedimento
/ " i Preparacion de scbrenadante

1.5

08 e

0.0 0.1 1 10
mC2 (ugfml)

N
N

FIG 11

(Ejemplo 13)

88



30

20

10

ES 2529174 T3

FIG 12.

89

Vvavm!_l |W4FFFFPm4 L S>> 25 5[]

Saaaaals ey CODOoO}

MWW m Zzz=== LE._

s lslslsleNalNl LA T I oot

thwtwom vvvvv_m_ @ W[ EE

oW ;| - = o £ o &£ oo

oo o oge peope |y Be b e e e ] PR R R

TRTRTRTRINIIN R S5 m 55|

N EEIE B A Aaaa)s o PP M| NN b oM one 00| s
BB B b b ] [S QS I [ars. I ) B L T IIIII“TI
RO R K |%|KEKK_M. -WnIIIIII_ -m|EEEEE_mu|E
FEEEEEIL O v B O Da Qi) ¥ oo Mo x| LWEL_M*
IR 0w W G aAaaaal MM o oa |
DTEEBE_ oooooo| BoE BB R R BB B b B
EETEE]L jlevovooo| B bt B B cooooio
L_M.EN.IPPP_ O O o Du Q Baft cooaon|r G_W..|n..|n‘lm.l...mm._
szrTTT_ Mo oM o oM M| SN ocoooolh o
- - - -2 SO OQ) OO0 Lol Lo [ D
O e o By B B0 2adaQaal Miththt oo FRES R e
[ [ [ [y [ e I R DOoOoD GO T TITI|=E
0wy oy oo o4z x z oz ozl F2dm o oo | |MJPPPPP.4
Sd.a3a.aal xxxxx@ UNLRNCNINTIE Be s om0
O B O B Gv B0 SAAaaaa]y moWm e E B - - O
T%. Seoba B B4 B0 fa fr Do B e o | [T P .
coooool Bob b b B[R] oo mwowol o
B B b B B B DDDDD—“._M coocooao| QQQQD_u.
EEEEEE| GGGGGM“.I__ O M Ou Oy D O v oW w UE
555555 222223 | L CCCCC1|.\_I_.4
= A mewunna|| vnocoool| e [ e [ [ 0
caaaal| oo e 5o [E U OT T UTUT O T B o
s B - ~ N M = N ™M - N o™
EEEE, TEEE, SEEE, TEEZT L
2 A 3 3 3 -~ g 33 3~ L 3 33 3~ M 33 334
STEITET XA ST IIX e~ SITIT e STIIITx -~
cbhboubboumm oo UTH oo oLTDh oo Th



ES 2529174 T3

30

GFTFS

FTFS
T
T
B FTFS
GFTFS

=
]
]
= ]
b
¥

10
'l
EVOQOLVESGGGLVQPGGSLELSCAAS

C2VHAF

RILBECAAS

:

C2HUVHAF EVQLVESGGOLVQPGG S LIRRLSBCAAS

EVQLVESGGGLVQPGOG S LIRILSCARAS

b i s s

CZHUVHAFZ EVQLVESGGGLVQPGG S L|IRIL S C
C2HUVHAF} EVQLVESGGGLVQPGGS LIRIL SC

CZHUVHAFL EVQLVESGGGLVQPGGS L

DP-54
HUJHGE

ol - - -]
Fo - -
B e a0 ]
L+ I Y I
4 I o B O Y -
Do on
ES =S 20
wwowmwmo o
ZE 2 Z ==
o e e
SSES_M.
EIE A R
.-
ﬂIWhL [ | W ._
{E T s I ¢
[ S e, [ | Lﬁ.

SYGMSPWVRQTPDERLELWVA|SINSNGGSTYY

CIVHAF

o
=
=
=
W
E
L)
B
w
—4
W
=
T
i
L

o
o
=
x
0]
E
&)
ES
0
(™
D

o
=4
=
=
4]
=
]
-]
A
o~
3
=
=
=
~N
o

5 Y

C2HuUVHAF4

DP-54

HUJHE

T
80

LESETD

B0

coano
[ = [ g
F A
ooa e o
[ I R . TR |
2o
SMHHNHN
EXIEX

=

(s lys e s Bs R J H

5= S QS QS Q- |
-
= [ S QS Q. . |

TmS wwwmon

= =
o
£ o
= =
oo
o og
ur W
Sz
[ ]
[

]
]

FTISRDNAKN

A
R

PDSVEGRFTISRDNAEK
PDEVEKGRFTISRDNAKN

PDSVEG
v
v

C2HUVHAFZ PDS VEGIRFTISEREDNAK

CIHUVHAF1
C2HuUVHAF4

C2VHAF
C2HUVHAF1
DP-54

HOJHE

=TT =

FEEEE

cooocoao
oo oo0

ETEm
PR R
TRIRTHINT
B B
e 3 B B 3

M
iV
v

v

A
'1:'.%&.E
T AF
=

T A
1 TA

C2ZVHAF
C2HuUVHAF
CZHuUVHAFZ T
CZHUVHAFY T A
C2HUVHAF4
DPF-54

Y ¥ C A|F

A

Yy v[¥ @ M -|p[V]

HUJHE

FIG 13.

90



ES 2529174 T3

II-ErI!III
AASCTTATG AAT AT GCAMA TOC TCTOAAT CTA CA TOS TAAAT AT AOG TT TAT CT ATACT ACA AM CAG AAALA CA TGAGA TCACAGTT CTCTC TACAG TTA -
N i 3 " M & " + 4

M " - + N
TTCCAAT ACTTATADCT TTAGE AGACT TAGATCT ACTAT TTATA TOCAARCAGA TATOS TOT TTGTC TTTTTOT ACT CTAST ST CAA GAGAS ATGTC AAT

M

i
"‘TL‘A’GCJ\C.\CHEGACC'TC&.I:EAmwmwﬂﬂhmﬁtﬂmﬂmTﬁmmTﬁmﬂm GGC-C'T_&CDG '['m'_‘.cammm{:{.‘rl;‘rﬁ 20

EhC'TGI-'TGI"IJ"ECETDFhGTEH?T REWI‘EL'I‘[‘GI.QTM Tmmmmnrmmmnmmmccmcrmammmw L"‘L“"._J\.L-'Ll',‘

IILFLUATATJ

M G W § C
L —— SENAL

GACATATATATG GG TOACAATI ACATC CACTT TOOCT TTCTC TC CAC AG/TTS TC CAC T OGA TA TTG TGA TG A OCAATCTC CACTC TOOCT GO CTG TCA

GTATATATACCCACT GT TAC TATAL CT GAAAC SGAMA GAG NI TTGE TC CACAGTTGAG GCT ATARC AC TAC TOOOT TAGAG BT GAG AGIGGA OGGAC MG T

T ¥V m T 0 3 P L $ L 7 Vv
CZ HuvKvi

& V H 8 b
— 516 !

prl IPsu

Fglll
\."'I'C‘C""JG']‘L-RGE ETa0C T‘Z‘L‘A- T C‘!'TGC-HGAT\'-'TAB“ mmcmcnmnmrmmmcnﬂu CJ«TTEC-'I‘LCCTGCM]MJCCW CCA a0
_n.J.

GAGSRCCICWJCCEN‘GF&GMMCG TCTAGA‘D:M TCTOGCARCATATAT C.H.T"A(.T.'Im JTMA"‘G‘FAM ﬂTmﬁmwTﬁ"mmmT

L H W Y L @ K & & ¢

AS I 5 CRS S QS L VY S MNGDRT Y
e (52 HUWHVY
A,

I....-__ S
coR1 w—..._r_n...__‘/ll

GTCTOCR CACCT OO TGA T TAC AAAGT TT DCAAC OGRS rrmmm:'_\:-:\:.umcmar _AWAQT\:!;AT%D}M%T T QWTCWAT{: -
+ ' " ' M L' o
¥ T

-

-

deﬁmmmFEhmmﬂMGﬂTWTTM#CEECMB}TﬂmCMCAM !"’.‘ACC TAGTCWWFLTM&WB‘NMT’H}T&G
¥ ¥ ¥ 5 W R F 5 @ ¥V P DR F 3 G 8 ¢ 8 G T DB F T L E I
C2 HuWKv1

N

l v
L. CDR2

8 P Q L L I

WECAG&GTUGNEGCTGNUJRTEWGIGT mrrncmcmc.nmnmmmccmmmfnm mmmt’mmu'rmmum 50

T‘C'GTETE&C{'I‘CCGM"T CCTEWCCTMTMWUJ mﬁr mATﬁmTﬁmmmﬂmm‘G'Tﬂ:mGﬂTTfm CTTTAGTTIGCAC

E vV E I K

v P W T F o Q § T
..... 1

5 R ¥ E A E B V¥V G v ¥ ¥ © 58 @ 58 T H
C2 HuVKv 1
b

| b
b CORY ——t

IBanI

AGTACGARA TTTAARCTTTGC TTC CTCAG TTOGATC T .
" i "
T

T L)
TCATTTTAAATT THAAA UG AAC SAGTU AADCTAL G

FIG 14

91



ES 2529174 T3

Paln HI inl!

ut-nT“c'rmm:ammcncmmmmmuummcncwmwwmfmmmmﬁfmn

C(-'TA“JG!E‘:’UTC‘TMTﬁmmmmWhmmmnmhmmmTMWGTl

TTTATGTTACAGCAAACAT CACAAC A TCATTCCTACAGA T CACCACTOCA TG TOATCAA TAAAA TA ST TTTTGCAR CAA TGO TACT TATSATRATCATE

BT R R AT TG T T IO TAG TG TTG TTAG TAAGA TG T O TA G TES TOACG TACACTAG T TATTT TAT CAAAA CUT TG TTACCATGAATACTATTASTAS

Wnrmhcmtamcmawrmnnmmmn CAT Aﬁmnﬁcuﬂhﬁmmmnrumcmga

wrmm-h'mmn‘m&o:iwmﬂnmmm:wmrmuummummnmmcﬁm:

-:-r:m-rcrﬂ:rrmcnﬂcmammmrmw:umcummmumﬂmmwmmc

uuc'rf'm’rnwmmumammmmmmmwmcmcmmmmmrmcrmmmnmmmu

M:!‘GCTA‘!‘TTMTTAT':T'"MTM{'r_'rc'rc.l.'.rcmrmmwmrumwccmwumrummer

-
L 4 + +

TCASGATAMARTT MTw:;'r'ra.rmmmaumﬂmtmmhﬁmmmmﬂmmnrmaﬂmrncnmﬂn

CA EACL'CRTmcm:f#mfmmmmﬂﬂmfﬂﬂﬁmh?ﬁm m‘ﬁTTMMTMGhTﬁTiTT

CTETGEGETA CTGGAI’.“CGG‘TG&LTI:C CLARCTACTTAAGTGAAACTTAAACCOTAATT rhmermrrccmnummrrrr ATTCTATATAA

TSR AT T T T TAACT TTCARAAA TG TAGU TG CCAG TG TG TGA T T T TA T T T A T TG TACARAR TAT CTARAA CCTA TAGCAATOTIATTAN TAAARA
" & - 4 " M " M 4

"

¥ + t +* # + + + +
GCACTGGTACAARAA TTGAAAGTT T TTACATOGA GO T T AC ACAC TAAAA TARAG TCANCA TG TTT T ATAGATTTGOATATOG TTACACTAATTATTTTT

TR AT AT T T T A T A T T AN T T TG T A TAS OAN A T TT T AA T T GG T AT T T TAAT T TCA TAATC TCTARAA TAST TTAA TG ATI TG TCAT TS
- . " . ' ’ X ki
+ + + t i

+ + + +
GAATTTCTATAAAADG TCA TGO AAT TAAGACACTATCCTTT TAAAATTAGACT CATAAAAT TAAAGTATTAGAGA TTTTAT CARATTAC TAAA CAS TAAD

rvull

T""]'"GCT'Z-"I'CG'I'T‘hmmlmMMG'I'T-ITﬂfﬁmﬂlﬁ'ﬁﬂcTﬁﬁmmﬂTﬁmnﬁrtmcmﬂTWG
+ +- + + + + m—

AJEAAII:AChGCA.MTGGGGT(.‘EA.C'TmmﬂﬂRTmmﬂufwmmﬂﬁthmﬂﬂmm

"‘f':"‘m"t'nmrrMmucaaccnmmcmrmmnnmmmmmmmmmunmmrrc-r

Gﬂn|ATMTTmlmmmeWmemMTthmmmmﬂh

IEnuRi

aﬂ‘MMCTMfmTmeTanmﬂcAHmmummmwmmmaﬂmﬁ,

TP.AT‘I.""'TGA T‘I‘ILTTC'TRTTGl-l’nCTTTITTME'TNEHGWTRNTMmeﬂiMmlwmmﬁcﬁ mw-n'm-rcr'rmc

rao!

ARG ATA A TATCT T CATAG A TG T TT T T TG T TATT T T A TGA TCACATTATT TTGC TACCATGG TTATTTTA TACAAT TATCTOMAAA
& - & M M M " M =

n

# + + + +
TOGGTC TAT A TCATACAAGTATOO TACAARAACGOACTAL TAAALGE TCACTAG TO TAAT MARACT ATOOTACC AR TAARATATC TTRATACACTTTTT

AT TR TTA T AR A T T AR L A A AR A A T AT T A A T ARG A AT TCAC T CT T T CA T T AA TE CT TS TTAACAS TO AAG TTAGTTTTAAAAMA
M 3 - & o

+ # * + + +
T T A T AT T AT T T T T T T T T T TATAAT T TG TA TTC T CTAADT CA GAARGTAC AACT TS AT GAACCAAT TO TCAC T TCAAT CAAAATTTTTT

rvull

w"ﬂlTTILT‘GﬂhTCﬂ.GCTGhmE""CC'TﬁTmM:’TCTCCCMMQH TCTT R.ITITR’CATTF'ME‘TAE’TGCT{TO“C&(:FFA

4 —
# + + * —

TTTTTTTTG -uTAMuMMTN"TD‘AfTGAAuAuEGifmCMCT\CMmm{TM rmmnmmmmmmwm

FIG 15-1

92

FL

200

L

401

500

114

aod

1 4

ilL

12c

LI

lal



ES 2529174 T3

nmuﬁmmmmmrmmmmmmcmmwﬂa

S

mmuaﬂmmmmmmummmmmmmmmc

.-.fﬂ.uﬂrrcAcmmhmmmmramhumwmmmmmﬂmtm

Tmmmmnmmmrucﬂmnntmmmmmmqmcmm—

e (o

mmhmmmcammmmmmmmmmrumcH

et

mcccmmmmcmmcmmummumm

15l

16(

I

Fn‘}ﬂl

ﬁwnmmcm*mmmmermmcmcmmMWWMTmcmmm
+

{'M‘rmmrmrc'rm@mmcmﬁmmmmmcmwgnmmc

P

M'rr:'rmr:rmnmhmmmnmmmmmmmmwmmmm

+

Tl'Mm'lTIT"ML'FC"LLL!GCWHWCmmmeMmmmﬂmmhﬂd

-

TGCAAAGRCGCTOCAA CARMA CAATT TAGARACTTTATTAAGGAAT ACGGGEAAGCTAGCARGAAR CTCARAACATCAAGAT TT TARATAOGCTTCTTSOTE
" . : " " M M M & M M "

+ + 4 + + # # +
AT T T A T T T T T T T TAAA T T T AAR T AR TT T T AT, OO T TG ATCCT T T T TRAG T T F IO TACT T TARRA TT TATRORAACRACTAC

|5pli

AGGACCATATTAATACACCCT AT TOG TACSACARMCACASACAGEOATTGTACGGGACAT TAMNTAGGCOTT IGT TG TG TORGT TCOOGTITTGARATA

rlal

AT TARA AT AT T T TGO T IO T T T O T A G GAR C TG T CTeCAC A TC TG T T T CATCT TC OO C CATCTOA TCAGC AC TTGAMA T CTGEAMCT
M " M " i i " M i 4

TCCTTECTATAATTATCTOGOATARGCN
"

T OCTRN ATOCCCTO TOATTATCC GO AAACAACACA CC CARGRGCAGRACTTTOT
i

+ # + ¥ + + + ¥ + o
ATGARTTTCTCO TAGGACAAACOARGARAACGE AGTCCTTOACA CUCA DO TS TAGACA ARG TAGAAGHICCOTAGACTACTOG TCARCT TTAGACCTTEA

Fm“—’ﬂ_LT‘.fAi?SUF!!P!QDEQLI{SGT

e e e . HUCK, = e e e et i

\Lr

ilm ni
-:a':nc"m'r'rt.-n':mrnmnnwum:mncmmmcrmnumcccrmmmumctm.am

P:.GArnrur.acnl:r..rmm:ﬂnﬂmmmﬁaﬂnn:m—nummcmﬂmanﬁmmtﬂ! TGAGGGTCCTCT —AI:-'

A 5 v ¥V T L LM W F ¥% P R E A KE ¥ QO WwW K ¥ D N A L 9§ 8 G N 58 Q E 8
- HuCK S

'|.'FAELFJ:GEAGSIL‘WMmﬁ.c.aﬂch{""rﬁmtmﬂlmmmmﬁdﬂlmmcmﬂmﬂmf

+

mm'r\::"c-"'rcmmcmrcmmammmcmmﬂmmmmrmrﬂcmt1 T II';' T FEAE#TGWCH

Y T E 3 D 3 B B 3 T ¥ 8 L 8 § T L T L 8 K A D Y B KEHE ¥ Y AL E V

B i e R P - — HuCK —

"‘J’-\'_'[""HT""AGGG".‘!'.'F'.":AGE'I‘CGCCEI:-TEJ.LWMEWWTWEWRCWCWC'JG’ﬁﬂCC

ST A ST A T T IR ASCGRGCAGTGTT T CT CGRAG T TG TECO CTCTC AT AR m:nmwnmmm{'w,mﬂcm

L 8 5 p V T & 5 FH RS B C
i s s s g s B

FIG 15-2

93

20C

21c

22¢

Pl

T4l

r4- 19



ES 2529174 T3

COCTCCCATCCTTTGGCCTCTGACCCTTTTTCCACAGGGGACCTACCCCTATTGOGG TCCTCCAGCTCATCTTTCACCTCACCCCCCTCCTCCTCCTISG

GGLAGGGTAGGARACCGGRGA CTGGCAAAAAGG TG TCCCCTOCATOCGGATAACGCCCAGGAGGTOGAGTAGAAAG TGGAG TGGGGGGAGGAGGACCAACT

C’I'rTM‘I’I‘A‘NGMWMTWTMMMAcmmeMWﬂAﬂAWW

GAAATTAATACGATTACAR ccrccrcrnmumammmcummmmtnﬂuturmwcm

TACCAACTACTCAATTTCTCTTATAAGGGACTAATATGTAGTCATCCTAACGCGCATARCCATTTATAAAAATCATCCTTCATTC TATTTTACCCTATC

+ + + + + +
ATCGTTCATGAGT TAAAGAGAATAT TCCCTGATTTATAUATCAGTAGGATTCOGCGTATTCGTAAA TATT TTTAGTAGGAAGTAAGATAAAATGGGATAG

rml
ATCCTCTCCAGACAGTCCTCCCTCAMCCCACAAGCCTTCTGTCCTCACAGTCCCCTGCGCCATCOT TTGCTTCCTTOTTTTCCCCTOCT
- + 3 + . P s 3

3

TAGGAGATGTTCTGT! wwmmmwwmmmmcmcm

CAGCAAGCCCTCATAGTCCTTTTTAAGGGTGACAGOTCTTACAGTCATATATCCTTTOAT T CAATTCCCTGAGAATCAACCAAAGC AAAT TTTTCAAAACG

GTCGTTOUGGACSTATCAGG AAAAA T TCCCACTGTCCACAATUTCAGTATATAGGAAACTAAGTTAAGGGACTCTTAGTTGGTTTCG TTTARAAAAGTTTTC

ANGAM CCTCCTATAMCACAATCATTCATTCCAACATGATATAAAATAACAACACAATAAMAG CAATTAM TAMCAMCAATAGGCAATGTTTAACT

TTCTTTGOACGATATTTCT CTTAGTAAG TAACGTTGTACTATATTTTATTIGT TG TCTTATTTTCGTTAAT TTATTTIGTTTGT TATCCCTTTACAATTCA

TCATCATGGTACTTAGACT TAATOGAATCTCATGCCTTATTTACATTTTTAAACAGG TACTGAGGGACTCCTGTCTGC CAAGGGCCGTATTGAGTACTTT

ACTAGTACCATCAATCTOAATTACCTTACAGTACCCAATAAATCTAAAAATTTCTCCATGACTCCCTGACGACAGACGETTCCCGGCATAACTCATGAAA

CTACAACCTAATTTAATCCACACTATACTGTGAGATTAARAACATTCATTAAAATG TTCCAARGCTTCTATARAGCTGAGAGACAAATATATTCTATAAC

CCTGTTGCATTAAATTAGG IGTGATATGACACTCTAAT TTTTGTAAGTAATTTTACAACGT TTCCRAAGATATTTCGACTCTCTGTTTATATAAGATATTG

r(bll

TCAGCAATCOCACT T TAGATGACTGAG TG TCCCCACCCACCAAAAAACTATGCAAGAATATTCAAAGCAGCT TTATTTACAAAAGCCAAMAATTGGAAA

AGTCOGTTACCGCTGAACATCTACTCACTCACAGGGG TGEG TGS TTTTTTGATACGTTC TTACARGTTTCGTCOAAATAAATG T TTTCGGTTTTTAACCTTT

TAGCCOGATTGTCOAACAATAGAATGAG TTATTAAACTGTCGTATGTTTATACATTAGAATACCCAATGAGGAGRATTAACAAGC TACAACTATACTTAC

ATCOGGLTAACAGCT TG TTATC T TACTCAATAATT TGACACCATACAAATAT S TAATCTTATSGGTTACTCCTCTTAATTGT TCGATGTTOATATGOATG

TCACAC WATGMTNCATAMMTMT"TI‘!CATAAGAEMACI’ CAATGCMGATAN“C'MTANWTCCATATMNMCCAGOT

AGTGTST CTAﬂ‘l‘ mcurrmrucu‘rcnﬂcrmcn mﬂﬂcrxucucacummnccnnrrrcum TCCA

MAAATAMGTTAGAAATTTSGATGOAAATTACTC TTAGCTGGGGGTGCCCOACTTACTGCCTCGCAGAAGACAACANCCAGCTTCTCGOCTCTTCOTAA

TTTTTATTTCAATCT T TAAACCTACCTTTAATGAGAATCGACCCCCACCOGCTCAATCACSGACCCT CTTCTOTTCT T CCCGAAGACCCOAGAACCATT

F#

IGTTETGTTCCT COTGTGGGGT TG TCCAGTTATGA TCTG TG CACTGTTCTG TATACACATTATGCTTCAAMATAACT TCACATAAAGAACATCTTATACT
+ + + s + -

ACAAGACAAGGAGCACACCCCAACACGTCAATACTAGACACGTGACAAGACATATGTGTAATACGAAGTTTTATTGAAGTGTATTTCTTGTAGAATATGS

ull

("A"TTAATAGA"AMAGGJ\ATMGTMTAGGT C M’JCCATGCWTMOTOQGOGCOMTG\MTAG’TACCT’CCCT MTCC?GC’.‘C! C

ITC M‘I'TATC" ATCTTCTCCTT! AﬂCATTATCL AG f?“’ﬁ.TACGTCGACCATICACCC‘ ‘CCW»C‘IM;‘I'TTATCGATGGACGGATTAMW

FIG 15-3

94

28¢

23C

Joc

ER14

33

34¢

35¢

36¢

Juc

13¢C



ES 2529174 T3

T'l'GMCWTGMTGHWWGCUTEMWCMWNMCMCMMC@:CT& FTTT"ETBG-_ATCTCTOCCCNTTTGGC‘IMCTW

ME'TCGrGAr_'r"i\L'rm‘rﬂ:c‘GAGTT\‘:CACGAGI"GT‘!‘I‘IGmwmmmrmmrmumwmrcunTcn

FE&CNCIT!CITM”W”MCMEWCMWW”MCW“WCM GGARACCTATET. AT{'..ME’A.CT Ch

curc-ﬂ:'r.\rc'm‘rCTTTMTTuc'rmmmwcccmmmum&um&mmmmncnmsm

CATGTT TGO CAAG COCG ARG G R CAC A TG TARA TG AGGAC T TTC T AT T TA TG GG CAC T CT GG OO CTG CCCCTC TCAG CTACTCATCCAT CCAACAC

—
¥ t

GTACAAACCCTTC OO CCTTCCOG TG TACATTTACT COTAAGAAGGAG TAMGA TACCCCGTGAGA CCGLGACGEGLEAGAGTCGATGAG TAGGTAGG TTGTS

rnw

AC\‘-‘TTTETAM‘I‘&C\:T "T'.‘I'CT G'*L'TMI-ﬂcmuﬁﬁﬁsmcnﬂrmnumcmammﬂctc*tmmnmmarccur'\cmﬁcc

TGGM&G&TTCHTGGAGm&cmﬁmmmcCCMCWWWWTWTWMTIHWTWEMGRN

TTTGT T T T T TCCAG T L AG TAC TG AARG TG GG EARGGACAG TCA TGGAARAR CT ACATAAGS A RGO ST T CCTTC TG CCTCTTCACAATOTTG

AARC AR AR GAAA GG T AT CATGAC CC T T TCACCCC T T O T TCAG TACCT T TT TGA TG TAT T CC T T OO TOOAACC O ARGACGGACACTCTTACAAD

ATGAGTATC&MImmmmmmummmmc&mmmmem

'rAmntmhcmcmcmru'c:mcrmmmr‘ncmmnmrmuccmeccccrm

F:nﬁ.l

mnmcu'rr‘m.m.c.moc:c;:-rn..n.-rc|:m‘.—rrwrwWcmmﬂmmcacMTuunﬂmmmccmfmnmcm

'I".|'TA.P.!:TTG'I'T.IGTTTCmCCGTAﬂmICMThﬁTWMTWIﬂmﬂmCCﬂﬁmﬁw&mm

TOAMGACAGGTO O TG CAGS T GOAA T TG T G T o CT T CARAAAG G TAT GO T CAACTC CTTGCTCTTGGTACTCATAAATG GG TCACATARA TG TAACT TTATT

+ ¥ + ¢ t t
AT T T T e A AT CCAC CTTARCA CAGGAAG TTT TTC CATACGAG T TRACG AACGAGAAC CATGAGTAT T TACCC AGTG TATTTACACTGAAMT AR

TOGARA TAGGSTCT T TS CAGAGE TAR T ARG T CARAR T TACGTCATAC TG AR TG T T TG TCAGGATGCGO TGAARA TGEATCATTCATATAT TGCTGE TG

AL T T AT O CCAGARA G T T OO AT TAG T T AG T TT TAR T CAG TATGA LT T TACAARCACTCC TACG CCACTT TTACC TAG TRAAG TATATARCGALTAC

fihl

GGAATATARAAGGGTATAGCTACTCTAGAARATAGT TGTCAGTTTCTTGAARAA CTAAACARAAGRCACCTACCATATOACCCAGRRATTGTACTOCT TG
i i 4 " b b i 4 i + §

T TATATTT TCCCATATCCATGACA TCT TTTA TCAA CAS T CARAGAAC TTT TTGAT TTC TTTT CT G TGGATCOTATAC TCOCTCC TTAACA TOACGAAC

GEAATTTACCCCCAGGARA TARARACTTATSTCCACACAGAA CCATACATGATTOTTCACAGCAG CTTTATTTOTTAT AGCCAAAGE TAGAARGAGCCA

T T A T GG T O T T AT T T T TG AA TACA S T T G TC T TGEG TATG TAC TAACAAGTGTCO TCGARATAMACAACATCOGTTTCOATCTTTCTOGST

ACT -.l\TCCCTm"I\GG"MCT.HGL‘CTMCHMT'TGTMTR.TA’I‘CCAmmeTmAmCMTWMMGTGWlTItMEM

TEGGT.M.GhﬂthCL';WGHTCGGRTI\;TTTMCATTATh IIGGT.#CGGI'A FCTTRO’JATACTCCGTTJ\TTTHCCTTCCTTC&CM['T&TG“ZTCTT

T A T AT T T O AAG A TT T T A T CAG T AAAAAA GO CAA T CTCARA GGG TCACATAC CATGTOATTCCT TTTAT G TAAC AT TG T TGAAG TGAC AA

e

TR T AR A T T T A AR AT AT T AC T T T T T T GG T TAGAC T T T O AG TG TATGS TACAC TARGGARAA TA CAT TG TAACAACT TCACTGTT

FIG 15-4

95

400

41C

42C

430

440

450

:114

47

48(

431

50C

51¢

527



ES 2529174 T3

r.mru Pgll
AATTATAGCGATRGAGAACAGATT CTSGTTGCCAGGGE TTAGSG T GG TG0 ATARAGAAGAG TAGGOGARA CTATARAGGG AGA TCTTTG TEATCATSGA

+ " + & . -+ - 4
4— + + - + * +

'Hu'rhﬂ.‘cL‘rh‘.rr_'r(-‘-l'l'ﬁTt'rMMECMCDGT‘CWCMmc"nmm'awmmmrammrnmnnmmr

Iﬂbli
TwTC'?G'Inmﬂ‘:cﬂdTG(‘-“ImmﬂTnmummmcnrmmﬂmamamﬁrﬁu STCARATTCTTS

+ .

i.ﬂTmAf'lTkGML'rml.CEﬁ'L‘MCI"TCCGTmTCI‘ET&ﬂﬂlﬂﬂmﬁmaTM“TwThcﬂmmmmc

IBIIB‘

GTTTTAATATCGTACTCTAATTACG T MAGAAG TR CANCAGGAGAM CTEEOTGOAGGA CACA TCAGAC CTO TG TGC T T TATATCCTGTETTTGCTACT
M M + M + &
+ + +

+ + + + + + > + —ter
CARAAT TATAG AT CAC AT TAA T CA T T T T AT TG TG T T T T T GACCCA LGS TCC TG TE TAG T C TG CAGACACCAMATATACCACACAAACGATOA

TTCTGTGAA TCTATAA T TATTTCCARAT AATTT I T TTAAACTTTT TT T TTATGC TCGATCG

+

S5E&L

ARGACACTTAGATATTAATARAGGTTTATTAARRARA

TACGACCTAGC

FIG 15-5

96

-1 14

40

L1y



ES 2529174 T3

"JGATT.I'C"MA'TGMCT ﬂ*mwmmccamcnw nmnm‘asmu; mmmummmc mmacmmmmmmu

P

+ ————ri-
OC TROGAGE mumumxwmmﬁwmmmmm ccmwmcccuwmcrﬂcctmmchmccmmr

cv:':nnmcca.-mncncnr‘m:nrm::cnmmmTEﬁmmmmman "mmmncc T[TJCGCE I:"I'GI}CCCMCT"'NTC .,'EAI':&C

e m"merncrms 14 MEABCTGMTACHWMEGCEATC*GHCTTWCTCCCCGG aﬂhm Mﬂmrmmmmmmm‘:

TG OG I'T’CDC%TW!E‘Z AC WCWT’FCFGL'TTT- ml:mscm‘rcﬂnnm mmucmmmmmwwwmmmummc

" il

Gccx:mmnmmmﬁmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmc
A 8 T XK G P 8V F P L A P C $§ R S T S E 8 T AGA

b s

4 uWﬂﬂCN&TGGTCAMWTh:TLt E\:JEAA DWFTGKE"}GTG’Oﬁ m&uum.x..uu:-:tmm:m:- Jsmsmclchcc"'rmcmm'c.-c "TA

TEALL tﬁﬁcmcﬂmwmNrmmam:‘rrmtnn:'rcmnaccaccnmmmmwwmmmﬁcmmmmgwmr
LGC[.VlﬂYFFBFVT?EJ‘H!GJ\LTSL‘.\I'II'EPFA'J'L

lt'.i-(.‘l'CCTCAG’.;ACTThﬂhﬁtﬂmmmmwmmmmmmwmmmmu A.I:'mmm'rﬂm‘fumﬂfmmﬂ

rrﬁyﬂﬁTmmGﬁTﬁlmlﬂTﬁﬂ mwmmmmmm'ﬂmmmmwmmammmmmmammmmr
95EIJl.!l'5I..SﬂVUT?FS&&LGTKTYTCHVDHIPS

RCAL mmmmm mmmmmmcﬁmmmmmﬂmmmwmmm [,"l"" Iﬂl:!;!:"ﬁ;‘mm ACGCACCOMIGET
+ M
.t

mﬁmt‘tnﬂ'mmﬂmm..Af."rl'.'lt‘r.'tl:mmmﬂccctt‘ﬂauncmcwﬂ:mrﬂcmrc:x;:mr.n,:q-gccmm—:mauca.n
N T K v O K R W
(o))

5
|

CTGCAGCCCOMG UTLAEGGC-IDUAECAWEW mnmmmmmcmmm.,wmmmamcrrmmmmmmmr

5 } - + 4 i

Chmmmﬂ?: mmccc’tcrm:wrmm mmwmwmcmmﬂmmmmwmm&m COTCT OO CAGARGAC CTA

TTTT Eﬁ-{'{.ﬂﬂ;r’rﬂ‘:ﬁ@;q&ﬂmﬂﬂ ﬁGGnT’.;CCtL“LU:L‘CAm mmcarmmmcmmﬂmﬂmmm ncmmﬂ:;xmf

uMGGrGGT"CMGGC cterca:mcmcr mmmrmmmemacﬁrnm\ COCGTE CAD GA CCCGAGTC TG OAD r:x.-r'n: TCGGTATA

|

ccmcmaﬁ.ﬂ*ﬁ'rtermrc‘rurnc:xm mmmumwmﬂmwmwm mcnmmx?ccmmrmammmuc

- % ' +
mwmﬂmmmﬂmmmm GOOTT TC OG0 TT TGA GADCTRAGBG AG TOG RO mcrmusmmnmmmacrmmmr—:a

[-=

'I‘"CCMT'-'I"T"T ﬁmﬁmﬁfﬂl'rlﬂ'ﬂﬁ COCCCSTGTCOOTCA MMTMD‘MEQMCHTECTCCMHTMMCG" GAC AIG
+

+ +
Aﬂﬂﬂ?‘kmmahﬂcmﬁ'mmTATmﬂlmuﬂ xmmmmmmaﬁmmmmmmﬁmmmmcm T'Tf‘m CCLTGTCC

E E] K ¥ L] P e Ld P C »
b e — Fa:::l:mzrau

FIG 16 -1

97

oo

490

00

B0

oo

Fao



ES 2529174 T3

TGOC CTAGAGTRGE CTGOATCD AG mmmxmmmmﬂﬁwmwmnmwmrcmmwwmwmmﬂmmwa

+ " 4 ‘
hcmmrﬂarmmmmrmcr.-r-:.-rmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmuametmcrmmr
N P E P nil-- a 4 P 3

GToT mmmmuu:ctmm mnmurcrc‘mmcwcrmrm GTGOG TCOTGOT GRA DD mmﬂmmrxmmc

T

cammmmmomnmmmﬂmmmmmmmcﬂﬂmmmml.':Auacncm:ummmm‘ccrmmmx:rcc
'l-‘FLP"FHP[DTLHISI;ﬂPB‘J‘TElﬂ\rvnusokbpz

Tcumumrmmmmm?mrm .mmmmmmmcmmsﬂmmm mnnchc"ﬂ..:cmmmmmu:'r

Mmmmctim:ufﬂmmmmmmaﬁmmmmﬂrmmmwmmrJMT'cmmmecmmmwmmn
¥ Q F N WY ¥V DG WV EVHSNAETEPAEERTSGT®PEHS 5T Y R Y WV £ v L
e

ﬁctmtc*rcu:tmm:'rmcrmn:mmr&mmmmwmmmmmmnmwmumnm:rmm;

—+
c.'rmMmmmmwmcmmmmtwnfmumxmmm r-rr\:mmm mum:mcrm-mm mmrﬁmu
TUL-H-GIJHI..HIHEYHCKI_ISNKGLPSSI!l’.TISKi

ummmwtcncu;mmcmomccmmm mmwmﬂcmcctmwmccmmmancfﬁcrmocwn c*m-:cn:c-rn:n

'!'TTCWC‘L‘mmﬁﬂfﬁﬂrmmmmﬂmmmwmmmgmmwmﬁmmwmmmmﬂa 'x'.rm-

-an
ocscmcccmuccmmmrm:mw-mxnmmmmmmmmaumwmﬂwr:mr.cmrtum:-r mmc

:«rmmm :m‘:.‘rmﬂmmnu‘rumm cuno:crmcra:rcr:mmmn mmmmmmmmmmmﬂmmmmn

L‘GQPlEI’Q\I“(TLF'FEDECEMTIHQ'I-‘ELTI’_‘LU‘I,GF'I‘
e L]

O RG CTEA TA TOG COOTU GAGTGGG AGR GICANT 06 GIOA GC 0T AG RAC RA CTH CRAGA O ACE O TOT 06 TEC TCGAT TC 0GR 06 6T COTTC TT OOTCTA
M - + + " i i . " - " M

4 . + + + +
WFTCGCT OT AGC GG CAL CT CACCC TCT OG TTA OC OGT CGGOC TC TTG TTGAT GT TCT G0 TOCHG AGG GO ASOAG CTARG GOT BC DGA 50 A AL OGAGAT
FSDthEHESNEQPEH!“I’[TT?F'J'I.DSDL‘.SE’PLY

-+ ——

LAGCIBJ"TMA. CUTOGAC ARGRG TRG mmmmmm*mmmmmmmmqwmmcnmmma waawn,mmc
+ +

mmﬂtﬂmﬁcmw*ﬂwmmoﬂart'chmmmmmrumntﬂmﬂnﬂmmmmm&?m;ﬂmwmvc
5 R L T VvV D K S R W QEGW®NVF S5 C5 VM HEATILTMHEMBHETYTOEK s

CTCTOOUTSTIT CTMTAMTCAWWWHC mumcﬁmﬂcﬂcwm-cmm G'I‘CGCGE"‘ lﬂﬁh- 'EIL'T"L'.'IDC M‘G'I'hﬂ:‘f_' Cl."‘rt't‘m:l

Mﬁﬁﬁmumcmﬂwhmwmmt ﬁncuLImmmcmmccccmmmc-ccmmuxwﬁmmmmn.'rquua:mm-r
L 5§ & % L &6 E,
[=2s]

TAHMGMMEM!WMMTMW AL mccmntctrmuxmmwm TGA] IGG'I"T""T'I“I'I‘."CELDGGI mmcmi.crﬂmmc

ITMG'INJNWF“G"AE L'rﬂnwmfcmmmmwcccmm:'tmw mmmmmmmmm ChiGAC TC(’_‘

CETEABTCAUTGAMMGC&CH“ 2037

GG A TCACT G'l-'li.- -WTCWI‘C'TA{K}

]
" o i

FIG 16 -2

98

LD

150

17g

1an

190

a0



ES 2529174 T3

Correlacidn de epltopo, hCZ RWC_Z20060505
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Kimero de péptide

Figura 17-1. hTZ se une a los péptidos 12, 13, 14, 1% v 16 de la biblioteca de péptides Af1-42.
Unidén de hCZ a piptides de rtraslape de RPl=42 s& analizd por ELISA. Unlén &l Afl=42 completo

¥ unidn de anticuerpo quimérico sin unién (anticusrpo de control]l ae usd como controles positives
v Aegatives, reapecktivamenta, E1 ndmers de pldptide corresponde al aminocdcide en la secusncia

de AA1-42 en la cual empieza el péptido. Los cesultados se expresan como O0D.

Correlacign de epitopo, hC2_WC 20D60513

piz-2c A2 R k] Ar] 815 A16 AT Ale A9

A0 p a2

Pépbido

Flgura 17-Z.- Unién de hC2 a ABLE-20 &5 completamente dependiente sn aa 18, 17 ,19% y 20 ¥
parcialmente depandlente en aa 14, 15 y 18

Unién de hC2 a AR 12-20 y AR 12-20 sustitvido con alanina se analizé con ELISA. Unidn a AP

1=42 completo se usdh comd control positive. EL nOmero corresapoidde a el gaa al aa goe 83e sustituye
por alanina. lLos resultados se expresan come 0D,

Correlacidn de epitopo, hCZ_NC_Z00603Z5-26

P IR0 GHY praEd ple-22A22  pISI 521423 1.43
Himero de péptido

Figura 17=3.= Unida de hCE a AR 13=Z3 es dependiente de aa 23 y parcialaente de aa Z1 y
liggramgnte dependignte de aa 22,

Unidn de BhG2 a AB 13=21, l4=22 o 15=23 y a 13=21G21, 14=22A22 o 15=23A23 se analizd
per ELIGA.

Unidn & ﬁ.ﬂ 1=42 completc se wsd comd control positivo. Los resultados se expresan como 00,

Fig 17:
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