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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-Abeta y su uso

La presente descripcion se refiere a una molécula de anticuerpo capaz de reconocer especificamente dos regiones
del péptido B-A4, en donde la primera regidon comprende la secuencia de aminoacidos AEFRHDSGY como se
muestra en SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma y en donde la segunda regidon comprende la secuencia de
aminoacidos VHHQKLVFFAEDVG como se muestra en SEQ ID NO: 2 o un fragmento de la misma. Ademas, se
desvelan moléculas de acidos nucleicos que codifican la molécula de anticuerpo y vectores y hospedantes que
comprenden dicha molécula de acidos nucleicos. Ademas, la presente descripcién proporciona composiciones,
preferentemente composiciones farmacéuticas o de diagnostico, que comprenden los compuestos de la descripcion,
asi como usos especificos de las moléculas de anticuerpo, moléculas de acidos nucleicos, vectores u hospedantes
de la descripcion.

Diversos documentos se citan a través del texto de esta memoria. Cada uno de los documentos citados en el
presente documento (incluyendo algunas especificaciones del fabricante, instrucciones, etc.) estan incorporados por
el presente documento como referencia.

Aproximadamente el 70% de todos los casos de demencia son debidos a la enfermedad de Alzheimer que esta
asociada al dafio selectivo de regiones del cerebro y circuitos neuronales criticos para la cognicion. La enfermedad
de Alzheimer se caracteriza por laberintos neurofibrilares en particular en neuronas piramidales del hipocampo y
numerosas placas de amiloide que contienen mayormente un centro denso de depdsitos de amiloide y halos difusos.

Las placas neuriticas contienen grandes cantidades de un péptido predominantemente fibrilar denominado “amiloide
B”, “A-beta”, “Ap4”, “B-A4” o0 “AR”, véase Selkoe (1994), Ann. Rev. Cell. Biol. 10, 373-403, Koo (1999), PNAS Vol. 96,
pp- 9.989-9.990, documento US 4.666.829 o Glenner (1984). BBRC 12, 1.131. Este amiloide B esta derivado de la
“proteina precursora de Alzheimer/proteina precursora de 3-amiloide” (APP). Las APPs son glicoproteinas integrales
de membrana (véase Sisodia (1992), PNAS Vol. 89, pp. 6.075) y se escinden endoproteoliticamente dentro de la
secuencia de AB por una proteasa de membrana de plasma, a-secretasa (véase Sisodia (1992), loc. cit). Ademas, la
actividad secretasa adicional, en particular actividad -secretasa y y-secretasa conduce a la liberacion extracelular
de amiloide-B (AB) que comprende o bien 39 aminoacidos (AB39), 40 aminoacidos (AB40), 42 aminoacidos (AR42) o
43 aminoacidos (AB43); véase Sinha (1999), PNAS 96, 11094-1053; Price (1998), Science 282, 1.078 a 1.083;
documento WO 00/72880 o Hardy (1997), TINS 20, 154.

Cabe sefalar que AP tiene diversas formas que se dan de manera natural, por lo que las formas humanas se
refieren como las anteriormente mencionadas AB39, AB40, AB41, AB42 y AB43. La forma mas prominente, AR42,
tiene la secuencia de aminoacidos (comenzando a partir del N-terminal):
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA (SEQ ID NO: 27). En Ap41, AB40, AB39, los
aminoacidos C-terminales A, IA y VIA estan perdidos, respectivamente. En la forma AB43 un residuo adicional de
treonina esta comprendido en el terminal C de la secuencia anteriormente descrita (SEQ ID NO: 27).

Se mostré que el tiempo requerido para nuclear las fibrillas de AB40 es significativamente mayor que el de para
nuclear fibrillas AB42: véase Koo, loc. cit. y Harper (1997), Ann. Rev. Biochem. 66, 385-407. Como se revis6 en
Wagner (1999), J. Clin. Invest. 104, 1.239-1.332, la AB42 se encuentra con mayor frecuencia asociada a placas
neuriticas y se considera que es mas fibrilogénica in vitro. También se sugirié que AB42 sirve como una “semilla” en
la polimerizaciéon dependiente de nucleacion de péptidos AR no cristalinos ordenados; Jarrett (1993), Cell 93, 1.055-
1.058.

Se tiene que insistir en que ese procesamiento de APP y/o la generacion de placas extracelulares que contienen
depdsitos proteicos no son solamente conocidos en la patologia del Aizheimer sino también en sujetos que padecen
de otros trastornos neurolégicos y/o neurodegenerativos. Estos trastornos comprenden, entre otros, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis tipo holandés, enfermedad de Parkinson, ELA (esclerosis
lateral amiotrofica), enfermedad de Creutzfeld Jacob, demencia relacionada con VIH y neuropatia motora.

Para prevenir, tratar y/o mejorar los trastornos y/o enfermedades relacionadas con la deposicion patolégica de las
placas de amiloide, se tienen que desarrollar medios y métodos que interfieran ambos con la formacién de placa de
B-amiloide, que sean capaces de prevenir la agregacion de AB y/o sean utiles en la despolimerizacion de depdsitos
de amiloide ya formados o agregados de amiloide-(.

Por consiguiente, y teniendo en cuenta los defectos graves de la biologia de amiloide modificada y/o patoldgica, son
altamente deseables medios y métodos para tratar los trastornos relacionados con amiloide. En particular, se
desean farmacos efectivos que o bien interfieran con la agregacion patologica de amiloide o que sean capaces de
despolimerizacion de AB agregado. Ademas, son deseables medios de diagndstico para detectar, entre otros, placas
de amiloide.
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Por tanto, el problema técnico de la presente invencién es cumplir con las necesidades anteriormente descritas en el
presente documento.

Por consiguiente, la presente descripcion se refiere a una molécula de anticuerpo capaz de reconocer
especificamente dos regiones del péptido B-A4/AB4, en donde la primera region comprende la secuencia de
aminoacidos AEFRHDSGY (SEQ ID NO: 1) o un fragmento de la misma y en el que la segunda region comprende la
secuencia de aminoacidos VHHQKLVFFAEDVG (SEQ ID NO: 2) o un fragmento de la misma. En particular, la
presente invencion se refiere a una molécula de anticuerpo que comprende:

(a) una region VL variable que comprende las regiones determinantes de complementariedad, L-CDR1, L-CDR2
y L-CDR3, en donde:

L-CDR1 comprende SEQ ID NO: 143: Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala;
L-CDR2 comprende SEQ ID NO: 144: Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr; y
L-CDR3 comprende SEQ ID NO: 95: Leu Gin lle Tyr Asn Met Pro lle; y

(b) una regién VH variable que comprende las regiones determinantes de complementariedad, H-CDR1, H-CDR2
y H-CDRS, en donde:

L-CDR1 comprende SEQ ID NO: 146: Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser;
L-CDR2 comprende SEQ ID NO: 192: Ala lle Asn Ala Ser Gly Thr Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly; y
L-CDR3 comprende SEQ ID NO: 93: Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp Val.

En el contexto de la presente invencion, el término “molécula de anticuerpo” se refiere a moléculas de
inmunoglobulina completas, preferentemente IgMs, IgDs, IgEs, IgAs o IgGs, mas preferentemente a IgG1, 1gG2a,
IgG2b, IgG3 o IgG4, asi como a partes de tales moléculas de inmunoglobulina, como fragmentos Fab o regiones VL,
VH o CDR. Ademas, el término se refiere a moléculas de anticuerpo modificadas y/o alteradas, como anticuerpos
quiméricos y humanizados. El término también se refiere a anticuerpos monoclonales o policlonales modificados o
alterados, asi como a anticuerpos recombinantemente o sintéticamente generados/sintetizados. El término también
se refiere a anticuerpos intactos, asi como a fragmentos del anticuerpo/partes del mismo, como, cadenas ligeras y
pesadas separadas, Fab, Fab/c, Fv, Fab’, F(ab’),. El término “molécula de anticuerpo” también comprende derivados
de anticuerpo, los anticuerpos bifuncionales y construcciones de anticuerpo, como Fvs de cadena simple (scFv),
scFv biespecificos o proteinas de fusiéon a anticuerpo. Mas detalles sobre el término “molécula de anticuerpo” de la
invencién se proporciona mas adelante en el presente documento.

El término “reconocer especificamente” significa segin esta invencion que la molécula de anticuerpo es capaz de
interactuar especificamente con y/o unirse a al menos dos aminoacidos de cada una de las dos regiones de B-A4
como se definen en el presente documento. Dicho término se refiere a la especificidad de la molécula de anticuerpo,
es decir, a su capacidad de discriminar entre las regiones especificas del péptido -A4 como se definen en el
presente documento y otras, regidon no relacionada del péptido B-A4 u otra, proteina no relacionada con
APP/péptido/péptido de ensayos (no relacionados). Por consiguiente, la especificidad se puede determinar
experimentalmente por métodos conocidos en la técnica y métodos como se desvelan y se describen en el presente
documento. Tales métodos comprenden, pero no se limitan a, transferencias tipo Western, ensayos ELISA, RIA,
ECL, IRMA y barridos de péptido. Tales métodos también comprenden la determinacion de los valores Kp, entre
otros, como se ilustra en los ejemplos adjuntos. El barrido de péptido (ensayo pepspot) se emplea rutinariamente
para mapear epitopos lineales en un antigeno polipéptido. La secuencia primaria del polipéptido se sintetiza a su vez
sobre celulosa activada con péptidos que se superponen uno a otros. El reconocimiento de ciertos péptidos por el
anticuerpo a ensayar su capacidad de detectar o reconocer un antigeno/epitopo especifico se valora por un
desarrollo de color rutinario (anticuerpo secundario con peroxidasa de rabano y 4-cloronaftol e peroxido de
hidrégeno), mediante una reaccion de quimioluminiscencia o medios similares conocidos en la técnica. En el caso
de, entre otros, reacciones de quimioluminiscencia, la reaccién se puede cuantificar. Si el anticuerpo reacciona con
un cierto conjunto de péptidos superpuestos se puede deducir la minima secuencia de aminoacidos que es
necesaria para la reaccion; véase el Ejemplo ilustrativo 6 y la Tabla adjunta 2.

El mismo ensayo puede revelar dos grupos distintos de péptidos reactivos, que indica el reconocimiento de un
epitopo discontinuo, es decir, conformacional en el polipéptido antigénico (Geysen (1986), Mol. Immunol. 23, 709-
715).

Ademas del ensayo pepspot, se puede llevar a cabo el ensayo ELISA estandar. Tal como se demuestra en los
ejemplos adjuntos, pequefios hexapéptidos se pueden acoplara a una proteina y recubrir una inmunoplaca y
reaccionar con anticuerpos a ensayar. La valoracion se puede llevar a cabo por desarrollo de color estandar (por
ejemplo, anticuerpo secundario con peroxidasa de rabano y tetrametil bencidina con peréxido de hidrogeno). La
reaccion en ciertos pocillos se valoré por la densidad 6ptica, por ejemplo, a 450 nm. El ruido de fondo normal
(=reaccion negativa) puede ser de 0,1 DO, la reaccion positiva normal puede ser de 1 DO. Esto significa que la
diferencia (relacion) positiva/negativa puede ser de mas de 10 veces. Se dan mas detalles en los ejemplos adjuntos.
Ademas, los métodos cuantitativos para determinar la especificidad y la capacidad de “reconocer especificamente”
las dos regiones definidas en el presente documento del péptido B-A4 son dadas mas adelante en el presente
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documento.

El término “dos regiones del péptido ($-A4” se refiere a dos regiones como se definen por sus secuencias de
aminoacidos mostradas en SEQ ID NOs: 1 y 2, refiriéndose a los aminoacidos N-terminales 2 a 10 y a los
aminoacidos centrales 12 a 25 del péptido 3-A4. El término “péptido B-A4” en el contexto de esta invencion se refiere
a los anteriormente descritos en el presente documento AR39, AB41, AR43, preferentemente a AB40 y AR42. AR42
también se representa en la SEQ ID NO: 27 adjunta. Cabe sefialar que el término “dos regiones del péptido 3-A4”
también se refiere a un “epitopo” y/o un “determinante antigénico” que comprende las dos regiones del péptido B-A4
definidas en el presente documento o partes de las mismas. Segun esta descripcion, dichas dos regiones del
péptido B-A4 estan separadas (al nivel de la secuencia de aminoacidos) en la estructura primaria del péptido 3-A4
por al menos un aminoacido, preferentemente por al menos dos aminoacidos, mas preferentemente por al menos
tres aminoacidos, mas preferentemente por al menos cuatro aminoacidos, mas preferentemente por al menos cinco
aminoacidos, mas preferentemente al menos seis aminoacidos, mas preferentemente al menos nueve aminoacidos
y lo mas preferentemente al menos doce aminoacidos. Tal como se muestra en el presente documento y como se
documenta en los ejemplos adjuntos, los anticuerpos/moléculas de anticuerpo como se describen en el presente
documento detectan/interactian con y/o se unen a dos regiones del péptido 3-A4 como se define en el presente
documento, por lo cual dichas dos regiones estan separadas (a nivel de la estructura primaria de la secuencia de
aminoacidos) por al menos un aminoacido y por lo cual la secuencia que separa dichas dos regiones/”epitopo”
pueden comprender mas de diez aminoacidos, preferentemente 14 aminoacidos, mas preferentemente 15
aminoacidos o 16 aminoacidos. Por ejemplo, MSR-3 Fab (como molécula de anticuerpo descrita en el presente
documento) reconoce, detectalinteractia con dos regiones en el péptido B-A4, en donde dicha primera region
comprende aminoacidos 3 y 4 (EF) y dicha segunda region comprende aminoacidos 18 a 23 (VFFAED). Por
consiguiente, la secuencia de separacion entre la region/epitopos a detectar/reconocer tiene una longitud de 13
aminoacidos en la estructura primaria de la secuencia de aminoacidos. Igualmente, MSR N°3.4H7 IgG1, unas
moléculas de anticuerpo optimizadas y maduras derivadas de MSR-3 y comprendidas en una region estructural
(framework) de 1gG1, detectalinteractia con/se une a dos epitopos/regiones de -A4 que comprenden en las
posiciones 1 a 4 de la primera region (DAEF) y en las posiciones 19 a 24 de la segunda region (FFAEDV) de B-A4
como se define en el presente documento. Por consiguiente, MSR N° 3.4H7 IgG1 reconoce/detectalinteractia
con/se une a dos epitopos/regiones que estan, a nivel de la secuencia de aminoacidos primaria, separados por 14
aminoacidos. Tal como se detalla en los ejemplos adjuntos, maduracién por afinidad y conversion de fragmentos
Fab monovalentes a anticuerpos IgG1 de longitud completa pueden dar como resultado una cierta ampliacion de los
epitopos/regiones detectados en ensayos pepspot, ELISA y similares. Por lo tanto, las moléculas de anticuerpo de la
descripcion son capaces de reconocer simultaneamente e independientemente dos regiones del péptido 3-A4/AR4
en donde dichas regiones comprenden la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1 (o partes de
la misma) y la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 2 (o una parte(s) de la misma). Debido a
la ampliacién potencial de epitopos como se detalla en el presente documento, sin embargo, también se prevé que
los aminoacidos en proximidad cercana a las secuencias SEQ ID NO: 1 y 2 se detectan/reconocen, es decir, que los
aminoacidos adicionales son parte de las dos regiones a detectar/reconocer. Por consiguiente, también se prevé
que, por ejemplo, el primer aminoacido de AR (1-42) como se define en el presente documento, denominado D
(acido aspartico) es parte de un epitopo a detectar/reconocer o que los aminoacidos localizados después de la
region AR (1-42) como se define en SEQ ID NO: 2 se detectan/reconocen. Dicho aminoacido adicional puede, por
ejemplo, ser el aminoacido en la posicion 26 de SEQ ID NO: 27 (BA4/AB (1-42)), denominado S (Serina).

El término también puede referirse a un epitopo conformacional, un epitopo estructural o un epitopo discontinuo que
consiste en dichas dos regiones o partes de las mismas; véase también Geysen (1986), loc. cit. En el contexto de
esta invencion, un epitopo conformacional esta definido por dos secuencias de aminoacidos distintas separadas en
la secuencia primaria que se juntan sobre la superficie cuando el polipéptido se pliega a la proteina nativa (Sela,
(1969) Science 166, 1.365 y Laver, (1990) Cell 61, 553-6). Las moléculas de anticuerpo de la presente invencion se
prevén que especificamente se unen a/interactian con epitopo(s) conformacional(es)/estructural(es) compuestos de
y/o comprendiendo las dos regiones de 3-A4 descritas en el presente documento o partes de las mismas como se
describe mas adelante en el presente documento. Las “moléculas de anticuerpo” de la presente invenciéon se cree
que comprenden una especificidad doble simultanea e independiente a (a) un tramo de aminoacidos que comprende
los aminoacidos 2 a 10 (o una parte(s) del mismo) de B-A4 y un tramo de aminoacidos que comprende los
aminoacidos 12 a 25 (o una parte(s) del mismo) de B-A4 (SEQ ID NO: 27). Fragmentos o partes de estos tramos
comprenden al menos dos, mas preferentemente al menos tres aminoacidos. Fragmentos o partes preferidas son en
la primera region/tramo de SEQ ID NO: 27 las secuencias de aminoacidos AEFRHD, EF, EFR, FR, EFRHDSG,
EFRHD o HDSG y en la segunda region/tramo de SEQ ID NO: 27 las secuencias de aminoacidos HHQKL, LV,
LVFFAE, VFFAED, VFFA o FFAEDV. Tal como se mencioné anteriormente, dichos fragmentos también pueden
comprender aminoacidos adicionales o pueden ser partes de los fragmentos definidos en el presente documento.
Ejemplos especificos son DAE, DAEF, FRH o RHDSG.

En la técnica se han descrito un nimero de anticuerpos que reconocen especificamente péptidos AB. Estos
anticuerpos principalmente se han obtenido inmunizando animales con AB1-40 o AB1-42 o fragmentos de los
mismos usando tecnologias estandar. De acuerdo con los datos publicados, los anticuerpos monoclonales que se
generaron por inmunizacion con el péptido As completo (1-40 o 1-42) reconocen exclusivamente un epitopo cerca
del N-terminal de AB. Ademas, los ejemplos son los anticuerpos BAP-1 y BAP-2 (Brockhaus, no publicados) que se
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generaron por inmunizacién de ratones con AB1-40 y que reconocen los aminoacidos 4-6 en el contexto de péptidos
AB mayores, véase el Ejemplo adjunto 7, Tabla 2 y el Ejemplo 12, Tabla 7. Los anticuerpos que reconocen la parte
media de AB derivan de inmunizaciones con péptidos mas pequefos. Por ejemplo, el anticuerpo 4G8 se genero por
inmunizacion con el péptido AB 1-24 y reconoce exclusivamente la secuencia 17-24 (Kim, (1988) Neuroscience
Research Communications 2, 121-130). Muchos otros anticuerpos monoclonales se han generado inmunizando
ratones con fragmentos derivados de AR, y anticuerpos que reconocen el extremo C-terminal de AB1-40 y AB1-42 se
usan ampliamente para distinguir y cuantificar los correspondientes péptidos AR en fluidos y tejidos bioldgicos por
ELISA, transferencia tipo Western y analisis inmunohistoquimico (Ida y col., (1996) J. Biol. Chem. 271, 22.908-
22.914; Johnson-Wood y col., (1997), Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994), 1.550-1.555; Suzuki y col., (1994), Science
264, 1.336-1.340; Brockhaus (1998), Neuro Rep. 9, 1.481-1.486). BAP-17 es un anticuerpo monoclonal de ratén que
se ha generado inmunizando ratones con el fragmento 35-40 de AB. Especificamente reconoce el extremo C-
terminal de AB1-40 (Brockhaus (1998) Neuroreport 9, 1.481-1.486).

Se cree que la inmunizacion con antigenos dependientes de linfocito T (con frecuencia inmunégenos pobres)
requiere de una escision proteolitica del antigeno en los endosomas de células que presentan el antigeno. La
seleccion in vivo de anticuerpos de alta afinidad después de la inmunizacion se conduce por el contacto de linfocitos
T ayudantes con células que presentan el antigeno. Las células que presentan el antigeno solamente presentan
péptidos cortos y no polipéptidos de gran tamafio. Por consiguiente, estas células tienen una complicada maquinaria
(pero bien conocida) para introducir por endocitosis antigeno(s), degradar el(los) antigeno(s) en endosomas,
combinar péptidos seleccionados con moléculas CMH de clase Il adecuadas, y para exportar el complejo péptido-
CMH a la superficie celular. Esto es donde se da el reconocimiento especifico a antigeno por linfocitos T, con el
objetivo de proporcionar ayuda a la maduracion de linfocitos B. Los linfocitos B que reciben la mayoria de la ayuda
de los linfocitos T tienen la mejor oportunidad de desarrollarse dentro de las células secretoras de anticuerpo y de
proliferar. Esto muestra que el procesamiento de antigeno por protedlisis es una etapa importante para la generacion
de una respuesta de anticuerpo de alta afinidad in vivo y puede explicar el dominio del epitopo AB N-terminal en los
anticuerpos monoclonales y policlonales de la técnica anterior derivados por inmunizacion.

Por el contrario, la seleccién de anticuerpos/moléculas de anticuerpo de la presente invencion se conduce por la
adherencia fisica de fagos que expresan Fab al antigeno. No hay degradacién del antigeno implicado en este
proceso de seleccion in vifro. Los fagos que expresan el Fab con la mas alta afinidad hacia el antigeno se
seleccionan y propagan. Una genoteca sintética como se emplea en los ejemplos adjuntos para seleccionar
moléculas de anticuerpo especificas segun esta invencion es particularmente apropiada para evitar cualquier sesgo
para epitopos continuos sencillos que con frecuencia se encuentra en genotecas derivadas de linfocitos B
inmunizados.

Cabe sefalar que la técnica anterior no ha descrito moléculas de anticuerpo que reconocen dos regiones
independientes de AB4 que reconocen especificamente un epitopo(s)
discontinuo(s)/estructural(es)/conformacional(es) y/o que son capaces de reconocer simultdneamente e
independientemente dos regiones/epitopos de AR4.

La vacunacion de ratones transgénicos que sobreexpresan APP V717F humana mutante (ratones PDAPP) con ABR1-
42 dio como resultado una prevencion casi completa de la deposicion de amiloide en el cerebro cuando el
tratamiento se inicid en animales joévenes, es decir, antes del inicio de neuropatologias, mientras que en animales
mas viejos se observd una reduccion de placas ya formadas sugiriendo el aclaramiento de placas mediado por
anticuerpo (Schenk y col., (1999), Nature 400, 173-177). Los anticuerpos generados por este procedimiento de
inmunizacién se reactivaron frente al terminal N de AB4 que incluye un epitopo alrededor de los aminoacidos 3-7
(Schenk y col., (1999), loc. cit.; documento WO 00/72880). La inmunizacién activa con AR1-42 también redujo el
deterioro conductual y la pérdida de memoria en diferentes modelos transgénicos para la enfermedad de Alzheimer
(Janus y col., (2000) Nature 408, 979-982; Morgan y col., (2000) Nature 408, 982-985). Estudios posteriores con
anticuerpos periféricamente administrados, es decir, inmunizacién pasiva, han confirmado que los anticuerpos
pueden entrar en el sistema nervioso central, decorar placas e inducir el aclaramiento de placas de amiloide
preexistentes en ratones transgénicos APP (ratones PDAPP) (Bard y col., (2000) Nat. Med. 6, 916-919; documento
WO 00/72880). En estos estudios, los anticuerpos monoclonales con la eficacia mas potente in vivo y ex vivo
(desencadenando fagocitosis en células microgliales exdégenas) son aquellos que reconocen epitopos 1-5 N-
terminales de A4 (mab 3D6, IgG2b) o 3-6 (mab 10D5, IgG1). Asi mismo, los anticuerpos policlonales aislados de
ratones, conejos 0 monos después de la inmunizacion con AB1-42 presentaron una especificidad de epitopo N-
terminal similar y eran también efectivos en desencadenar fagocitosis y aclaramiento de placa in vivo. Por el
contrario, los anticuerpos especificos C-terminales que se unen a AB1-40 o AB1-42 con alta afinidad no indujeron
fagocitosis en el ensayo ex vivo y no eran efectivos in vivo (documento WO 00/72880). El anticuerpo monoclonal
m266 (documento WO 00/72880) se enfrentd a AB13-28 (dominio central de AB) y el mapeado del epitopo confirmo
la especificidad del anticuerpo para cubrir los aminoacidos 16-24 en la secuencia de AB. Este anticuerpo no se une
bien a AP agregado y depositos de amiloide y simplemente reacciona con AB soluble (monomérico), es decir,
propiedades que sean similares a otro anticuerpo monoclonal bien conocido y comercialmente disponible (4G8; Kim,
(1988) Neuroscience Research Communications 2, 121-130; comercialmente disponible en Signet Laboratories Inc.
Dedham, MA EEUU) que reconoce el mismo epitopo.

In vivo, recientemente se encontré que el anticuerpo m266 reduce marcadamente la deposicion de AB en ratones

PDAPP después de la administracion periférica (DeMattos, (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 8.850-8.855). Sin
embargo, y a diferencia de los anticuerpos especificos N-terminales, m266 no decoro las placas de amiloide in vivo,
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y por lo tanto se tuvo la hipotesis de que el peso del cerebro As se reducia por un desplazamiento inducido por
anticuerpo en el equilibrio entre AR de plasma y del SNC dando como resultado la acumulacion de AR derivado del
cerebro en la periferia, firmemente formando complejo con m266 (DeMattos, (2001) loc. cit.).

El anticuerpo/molécula de anticuerpo de la presente descripcion, uniéndose simultaneamente (por ejemplo en un
epitopo estructural/conformacional formado por la region N-terminal y central de AB4 como se describe en el
presente documento) e independientemente (por ejemplo en los ensayos pepspot como se documentan en la parte
experimental adjunta) a los epitopos N-terminales y centrales, combina las propiedades de un anticuerpo especifico
N-terminal y un anticuerpo especifico a epitopo central en una molécula sencilla. Los anticuerpos con la
especificidad doble a epitopo, como se describen en la presente invencién, se consideran que son mas efectivos in
vivo, en particular en marcos médicos y diagnosticos para, por ejemplo, reducir el peso de la placa de amiloide o la
amiloidogénesis o para la deteccion de depdsitos y placas de amiloide. Es bien conocido que en el proceso de
agregacion de AB4 y deposicién de amiloide se dan cambios conformacionales, y aunque el epitopo central es
facilmente accesible en A4 soluble parecen estar escondidos y ser menos reactivos en AB4 agregado o fibrilar. El
hecho de que el anticuerpo m266 especifico a epitopo central/medio es efectivo in vivo indica que la neutralizaciéon
de ApB4 soluble también puede ser un parametro critico. Los anticuerpos/moléculas de anticuerpo de la presente
descripcion, debido a la especificidad doble de epitopo, se pueden unir tanto a AB4 fibrilar como soluble con eficacia
similar, permitiendo asi la interacciéon con placas de amiloide, asi como neutralizacién de Asp4 soluble. El término
“unirse simultaneamente e independientemente a los epitopos N-terminales y centrales/medios de AB4” que se
emplea en el presente documento en el contexto de las moléculas de anticuerpo como se describen en el presente
documento se refiere al hecho de que los anticuerpos/moléculas de anticuerpo descritos en el presente documento
pueden detectar y/o unirse a ambos epitopos simultdneamente, es decir a la vez (por ejemplo, en epitopos
conformacionales/estructurales formados por el epitopo N-terminal (o una parte(s) de los mismos) y epitopos
centrales (o una parte(s) de los mismos) de AB4 como se definen en el presente documento) y que las mismas
moléculas de anticuerpo, sin embargo, también son capaces de detectar/unirse a cada uno de los epitopos definidos
de una forma independiente, entre otras, demostrada en el analisis pepspot mostrado en los ejemplos.

El aclaramiento de las placas de amiloide in vivo en ratones PDAPP después de aplicacion directa de los
anticuerpos al cerebro no es dependiente del subtipo de IgG y también puede implicar un mecanismo que no esta
mediado por Fc, es decir, no implicacién de microglia activada en el aclaramiento de placa (Bacskai, (2001),
Resumen del 31° Encuentro Anual de la “Society for Neuroscience”, 10-15 de noviembre de 2001, San Diego). Esta
observacion es contraria a lo que se ha postulado en un estudio anterior por Bard (2000), loc. cit.

En otro estudio, se encontr6 que los anticuerpos enfrentados a péptidos AB1-28 y AB1-16 son eficaces en
desagregar fibrillas de AB in vivo, mientras que un anticuerpo especifico para AB13-28 era mucho menos activo en
este ensayo (Solomon, (1997), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 4.109-4.112). Se ha informado de la prevencion de la
agregacion de AB por un anticuerpo anti-Ap1-28 (AMY-33) (Solomon, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 452-
455). En el mismo estudio, el anticuerpo 6F/3D que se ha enfrentado al fragmento 8-17 de AP ligeramente interfirid
con la agregacion de AP inducida por Zn* pero no tuvo efecto sobre la autoagregacion inducida por otros agentes
inductores de agregacion.

La eficacia de los diversos anticuerpos en estos ensayos in vitro se correlaciona con la accesibilidad de sus epitopos
en agregados de AB4. El terminal N esta expuesto y los anticuerpos especificos N-terminales claramente inducen la
despolimerizacion, mientras que la region central y el terminal C estan escondidos y no son accesibles facilmente y,
por tanto, los anticuerpos frente a estos epitopos son mucho menos eficaces.

Investigaciones con respecto a la accesibilidad a epitopo para anticuerpos han demostrado que en AB agregado el
epitopo N-terminal esta expuesto y reacciona con el anticuerpo BAP-1, mientras que el epitopo medio o central, en
realidad, permanece criptico, es decir, no se observé unién del anticuerpo 4G8. Sin embargo, en AR monomérico
ambos epitopos son patentes y son igualmente reconocidos por ambos anticuerpos de la técnica anterior.

Por el contrario, en la presente invencion, sorprendentemente se encontré que las moléculas de anticuerpo descritas
en el presente documento reconocen dos secuencias de aminoacidos discontinuas, por ejemplo, un epitopo
conformacional/estructural en el péptido AB. Dos “secuencias de aminoacidos discontinuas” segun esta invencion
significa que dichas dos secuencias de aminoacidos que forman los epitopos N-terminales y centrales/medios,
respectivamente, estan separadas en [3-A4 en su estructura primaria por al menos dos aminoacidos que no son
parte de ningun epitopo.

El area de union de un anticuerpo Fab (=paratopo) ocupa una superficie molecular de aproximadamente 30 x 30 A
en tamano (Laver, Cell 61 (1990), 553-556). Esto es suficiente para contactar con residuos de 15 a 22 aminoacidos
que pueden estar presentes sobre diversas horquillas superficiales. El epitopo discontinuo reconocido por las
moléculas de anticuerpo como se describen en el presente documento se parece a una conformacioén en la cual las
secuencias del péptido AR N-terminales (residuos 2 a 10 o partes de los mismos) y medias (residuos 12 a 25 o
partes de los mismos) estan en proximidad cercana. Solamente dentro de esta conformacion, se obtienen el nimero
maximo de contactos antigeno-anticuerpo y el estado de energia libre mas bajo.

Basandose en calculos energéticos se ha sugerido que un subconjunto menor de 5-6 residuos, que no se disponen
en una secuencia lineal pero que estan dispersos por la superficie del epitopo, contribuye la mayoria de la energia
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de unién mientras que los residuos circundantes pueden simplemente constituir una formacién complementaria
(Laver (1990) loc. cit.).

Los anticuerpos/moléculas de anticuerpo como se describen en el presente documento son capaces de unirse a AR
agregado y reaccionar fuertemente con placas de amiloide en el cerebro de pacientes AD (como se documenta en
los ejemplos adjuntos). Ademas, son capaces de despolimerizar/desintegrar agregados de amiloide.

Sin estar ligado a teoria alguna, se cree que el epitopo conformacional/estructural (compuesto por las dos regiones
de AB4 o una parte(s) de dichas regiones como se describen en el presente documento) esta parcialmente expuesto
en AR agregado. Sin embargo, se sabe que la mayor parte del epitopo/region medio/segundo solo no esta
libremente accesible en estos agregados de AB (basado en las escasas reactividades de los anticuerpos especificos
a epitopo medios 4G8 y m266). Por otro lado, y en vista de las consideraciones anteriormente mencionadas, es
probable que uno o diversos residuos de la region media sean componentes del epitopo conformacional, y junto con
los residuos de la region N-terminal, sean accesibles a los anticuerpos de la presente descripcion, de ese modo
contribuyendo significativamente a la energia de unién de la interaccién anticuerpo-ABR4. La reactividad de la
molécula de anticuerpo como se describe en el presente documento con el epitopo conformacional en AD agregado
es por lo tanto Unica y claramente distinta de los anticuerpos aAR4 descritos en la técnica anterior. Aun, tal como se
ha sefialado anteriormente en el presente documento, una caracteristica adicional Unica de los
anticuerpos/moléculas de anticuerpo como se describen en el presente documento es su capacidad de
simultaneamente e independientemente unirse a/reconocer dos epitopos separados en 3-A4, como se define en el
presente documento y en los ejemplos adjuntos.

En un aspecto preferido de la descripcion, la molécula de anticuerpo como se describe en el presente documento es
una molécula de anticuerpo en la que las al menos dos regiones del 3-A4 a reconocer especificamente por dicho
anticuerpo forman un epitopo conformacional/estructural o un epitopo discontinuo; véase Geysen (1986), loc. cit.;
Ghoshal (2001), J. Neurochem. 77, 1.372-1.385; Hochleitner (2000), J. Imm. 164, 4.156-4.161; Laver (1990), loc. cit.
El término “epitopo discontinuo” significa en el contexto de la invencién epitopos no lineales que se ensamblan a
partir de residuos de porciones distantes de la cadena de polipéptido. Estos residuos se juntan sobre la superficie
cuando la cadena de polipéptido se pliega dentro de una estructura tridimensional para constituir un epitopo
conformacional/estructural. La presente descripcion proporciona epitopos inesperados preferidos dentro de (B-A4,
que dan como resultado la generacion de moléculas de anticuerpo especificas descritas en el presente documento,
capaces de interactuar especificamente con estos epitopos. Estos anticuerpos/moléculas de anticuerpo descritos en
el presente documento proporcionan la base para eficacia incrementada, y un potencial reducido para efectos
secundarios. Tal como se sefialé anteriormente, los anticuerpos descritos en el presente documento, sin embargo,
también eran capaces de interactuar independientemente con cada una de las dos regiones/epitopos definidas de -
A4, por ejemplo, en ensayos de Pepspot como se documenta en los ejemplos adjuntos.

Por consiguiente, la presente invencion, proporciona herramientas Unicas que se pueden emplear para
despolimerizar fibrillas de AR agregadas in vivo e in vitro y/o que son capaces de estabilizar y/o neutralizar un
epitopo conformacional de AR monomeérico y de ese modo capaces de prevenir la agregacion patologica de AB.
Ademas, se prevé que los anticuerpos de la invencion se unen a depdsitos de A en el borde de las placas de
amiloide en, entre otros, cerebro de Alzheimer y disuelven eficazmente las protofibrillas y fibrillas patolégicas.

La molécula de anticuerpo de la descripcidon reconoce al menos dos aminoacidos consecutivos dentro de las dos
regiones de AB4 definidas en el presente documento, mas preferentemente dicha molécula de anticuerpo reconoce
en la primera regién una secuencia de aminoacidos que comprende los aminoacidos: AEFRHD, EF, EFR, FR,
EFRHDSG, EFRHD o HDSG y en la segunda region una secuencia de aminoacidos que comprende los
aminoacidos: HHQKL, LV, LVFFAE, VFFAED, VFFA o FFAEDV. Fragmentos adicionales o partes ampliadas
comprenden: DAE, DAEF, FRH o RHDSG.

Particularmente se prefiere que la molécula de anticuerpo de la descripcién comprenda una regién VH variable
codificada por una molécula de acidos nucleicos como se muestra en SEQ ID NO: 3, 5 0 7 o una region VH variable
como se muestra en las secuencias de aminoacidos representadas en SEQ ID NO: 4, 6 o 8. Las secuencias como
se muestran en SEQ ID NOs: 3 y 4 representan la region codificadora y la secuencia de aminoacidos,
respectivamente, de la region VH del anticuerpo parental MSR-3 (MS-Roche 3), las secuencias en SEQ ID NOs: 5y
6 representan la region codificadora y la secuencia de aminoacidos, respectivamente, de la regiéon VH del anticuerpo
parental MSR-7 (MS-Roche 7) y SEQ ID NOs: 7 y 8 representan la region codificadora y la secuencia de
aminoacidos, respectivamente, de la region VH del anticuerpo parental MSR-8 (MS-Roche 8). Por consiguiente, la
descripcion también proporciona moléculas de anticuerpo que comprenden una regiéon VL variable codificada por
una molécula de acidos nucleicos como se muestra en una SEQ ID NO seleccionada entre el grupo que consiste en
SEQ ID NO: 9, 11 0 13 0 una region VL variable como la mostrada en las secuencias de aminoacidos representadas
en SEQ ID NOs: 10, 12 0 14. SEQ ID NOs: 9 y 10 corresponden a la region VL de MSR-3, SEQ ID NOs: 11 y 12
corresponden a la regién VL de MSR-7 y SEQ ID NOs: 13 y 14 corresponden a la region VL de MSR-8. Tal como se
ilustra en los ejemplos adjuntos, los anticuerpos parentales MSR-3, -7, y -8, se emplean para generar ademas
moléculas de anticuerpo optimizadas con propiedades y/o afinidades de unién incluso mejores. Algunas de las
correspondientes y posibles estrategias se ilustran y se muestran en los ejemplos adjuntos.
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La estrategia optimizada tal como se ilustra en los ejemplos adjuntos conduce a una pluralidad de anticuerpos
optimizados. Estos anticuerpos optimizados comparten con los anticuerpos parentales el dominio CDR-3 de la
region VH. Mientras que la region estructural original (como se muestra en la Figura adjunta 1) permanece igual, en
las moléculas de anticuerpo maduradas/optimizadas, se cambian regiones CDR1, CDR2 y/o CDR3 de VL. En la
tabla adjunta 1 se muestran motivos de secuencia modificada ilustrativos para moléculas de anticuerpos
optimizadas. Por consiguiente, dentro del alcance de la presente descripcion también son moléculas de anticuerpo
optimizadas que son derivadas de los MSR-3, -7 y -8 descritos en el presente documento y que son capaces de
reaccionar especificamente con/reconocer especificamente las dos regiones del péptido -A4 como se define en el
presente documento. En particular, las regiones CDR, preferentemente CDR1s, mas preferentemente CDR1s y
CDR2s, lo mas preferentemente CDR1s, CDR2s y CDR3s como se definen en el presente documento se pueden
emplear para generar anticuerpos/moléculas de anticuerpo adicionales, entre otros, por métodos de injerto de CDR
conocidos en la técnica; véase Jones (1986), Nature 321, 522-515 o Riechmann (1988), Nature 332, 323-327. Los
anticuerpos/moléculas de anticuerpo como se describen en el presente documento, asi como fragmentos o
derivados de anticuerpo estan derivados de los anticuerpos parentales como se describen en el presente documento
y comparten, como anteriormente se describio, el dominio CDR-3 de la regiéon VH con al menos uno de dichos
anticuerpos parentales. Tal como se ilustra mas adelante, también se prevé que se generan anticuerpos de
clonacién cruzada que son a considerar como anticuerpos/moléculas de anticuerpo optimizados/maduros de la
presente descripcion. Las moléculas de anticuerpo como se describen en el presente documento también pueden
comprender o también pueden ser derivadas de anticuerpos/moléculas de anticuerpo que se caracterizan por
regiones VH como se muestran en cualquiera de SEQ ID NOs: 32 a 45 o regiones de VL como se muestran en SEQ
ID NOs: 46 a 59 o que pueden comprender una regiéon CDR-3 como se define en cualquiera de SEQ ID NOs: 60 a
87. La molécula de anticuerpo optimizada de la presente invencion comprende regiones VH y regiones VL como se
representan en SEQ ID NOs: 90/91, respectivamente, o partes de las mismas. Una parte de las mismas puede ser
una region(regiones) CDR, preferentemente una region(regiones) CDR-3. La molécula de anticuerpo del tipo
optimizado comprende una H-CDR3 como se caracteriza en SEQ ID NO: 93 y/o una L-CDR3 como se caracteriza en
SEQ ID NO: 95.

Se prefiere que los anticuerpos/moléculas de anticuerpo de la invencién se caractericen por su reactividad especifica
con B-A4 y/o péptidos derivados de dicho B-A4. Por ejemplo, se pueden establecer densidades opticas en los
ensayos ELISA, como se ilustra en los ejemplos adjuntos, y se puede emplear la relaciéon de las densidades 6pticas
para definir la reactividad especifica de los anticuerpos parentales o los optimizados. Por consiguiente, un anticuerpo
preferido de la invencion es un anticuerpo que reacciona en un ensayo ELISA con B-A4 para llegar a una densidad
optica medida a 450 nm que sea 10 veces mayor que la densidad 6ptica medida sin $-A4, es decir, 10 veces sobre
el ruido de fondo. Preferentemente la medicién de la densidad 6ptica se realiza unos pocos minutos (por ejemplo, 1,
2, 3, 4,5, 6 o7 minutos) después del inicio de la reaccion de desarrollo de color para optimizar la relacion sefial y
ruido de fondo.

En el presente documento, las moléculas de anticuerpo descritas comprenden al menos una CDR3 de una region VL
codificada por una molécula de acidos nucleicos como se muestra en SEQ ID NOs: 15, 17 o 19 o al menos una
secuencia de aminoacidos CDR3 de una regiéon VL como se muestra en SEQ ID NOs: 16, 18 o 20 y/o dicha
molécula de anticuerpo comprende al menos una CDR3 de una region VH codificada por una molécula de acidos
nucleicos como se muestra en SEQ ID NOs: 21, 23 0 25 o al menos una secuencia de aminoacidos de CDR3 de una
region VH como se muestra en SEQ ID NOs: 22, 24 o 26. Lo mas preferido son anticuerpos que comprenden al
menos una CDR3 de una region VH como se define en el presente documento. Los dominios CDR-3 anteriormente
mencionados en el presente documento se refieren a las moléculas anticuerpo parentales ilustrativas MSR-3, -7 o -
8. Sin embargo, tal como se ilustra en las tablas adjuntas 1, 8 o 10, las moléculas de anticuerpo maduradas y/o
optimizadas obtenibles por los métodos descritos en los ejemplos adjuntos pueden comprender regiones VH, VL,
CDR1, CDR2 y CDR3 modificadas. Por consiguiente, la molécula de anticuerpo se puede seleccionar entre el grupo
que consiste en MSR-3, -7 y -8 o una versién madurada por afinidad de MSR-3, -7 y -8. Las versiones maduradas
por afinidad asi como de clonacion cruzada de MSR-3, -7 y -8 comprenden, entre otras, moléculas de anticuerpo
que comprenden regiones CDR1, CDR2 y/o CDR3 como se muestran en la tabla 1 u 8 o caracterizadas en
cualquiera de SEQ ID NOs: 15a 20,21 a26,60a74,75a87,92y 93 094 y 95, asi como en SEQ ID NOs: 354 a
413. El anticuerpo como se describe en el presente documento comprende al menos una CDR, preferentemente una
CDR1, mas preferentemente una CDR2, lo mas preferentemente una CDR3 como se muestra en la tabla adjunta 1,
8 0 como se documenta en la tabla adjunta 10.

Cabe sefalar que las técnicas de maduracioén por afinidad son bien conocidas en la técnica, estan descritas en los
ejemplos adjuntos y, entre otros, en Knappik (2000), J. Mol. Biol. 296, 55; Krebs (2000), J. Imm. Meth. 254, 67-84;
documentos WO 01/87337; WO 01/87338; US 6.300.064; EP 96 92 92 78.8 y referencias adicionales citadas mas
adelante en el presente documento.

En una realizacion mas preferida de la invencién, la molécula de anticuerpo es un anticuerpo completo
(inmunoglobulina, como una IgG1, una IgG2, una IgG2b, una IgG3, una IgG4, una IgA, una IgM, una IgD o una IgE),
un fragmento F(ab), Fabc, Fv, Fab’, F(ab’),, un anticuerpo de cadena simple, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
injertado con CDR, una construccién de anticuerpo bivalente, una proteina de fusién a anticuerpo, un anticuerpo de
clonaciéon cruzada o un anticuerpo sintético. También se prevé que sean variantes genéticas de genes de
inmunoglobulina. Las variantes genéticas de, por ejemplo, la subclase 1 de la cadena pesada G de inmunoglobulina
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(IgG1) puede comprender los marcadores alotipicos G1m(17) o G1m(3) en el dominio CH1, o el marcador alotipico
el GIm(1) o G1m(no-1) en el dominio CH3. La molécula de anticuerpo de la invencién también comprende
anticuerpos modificados o mutantes, como IgG mutante con unién al receptor Fc aumentada o atenuada o activacion
de complemento. También se prevé que los anticuerpos de la invencién se producen por medios convencionales,
por ejemplo, la produccién de anticuerpos monoclonales especificos generados por inmunizacion de mamiferos,
preferentemente ratones, con péptidos que comprenden las dos regiones de BA4 como se definen en el presente
documento, por ejemplo, regién/epitopo N-terminal y central que comprende (a) aminoacidos 2 a 10 (o una parte(s)
de los mismos) de B-A4 y (b) una tramo de aminoacidos que comprende los aminoacidos 12 a 25 ( o una parte(s) de
los mismos) de -A4 (SEQ ID NO: 27). Por consiguiente, el experto en la técnica puede generar anticuerpos
monoclonales frente a tal péptido y puede cribar los anticuerpos obtenidos para la capacidad de simultaneamente e
independientemente unirse a/reaccionar con la regién/epitopo N-terminal y central de BA4 como se define en el
presente documento. Correspondientes métodos de cribado (screenning) se describen en los ejemplos adjuntos.

Tal como se ilustra en los ejemplos adjuntos, los anticuerpos/moléculas de anticuerpo facilmente y preferentemente
se pueden construir y expresar de manera recombinante. Preferentemente, la molécula de anticuerpo de la
descripcion comprende al menos uno, mas preferentemente al menos dos, preferentemente al menos tres, mas
preferentemente al menos cuatro, mas preferentemente al menos cinco y lo mas preferentemente seis CDRs de los
anticuerpos parentales MSR-3, MSR-7 o MSR-8 definidos en el presente documento o de los anticuerpos
madurados por afinidad/optimizados derivados de dichos anticuerpos parentales. Cabe sefialar que también mas de
seis CDRs pueden estar comprendidas en los anticuerpos recombinantemente producidos de la invencion. El
experto en la técnica facilmente puede emplear la informacion dada en los ejemplos adjuntos para deducir CDRs
correspondientes de los anticuerpos parentales, asi como los optimizados por afinidad. Ejemplos de anticuerpos
optimizados que se han obtenido por maduracién/optimizacion de los cuerpos parentales se muestran, entre otros,
en la tabla adjunta 1. Una molécula de anticuerpo madurada/optimizada de la invencion es, por ejemplo, MSR 7.9H7
que se caracteriza también por secuencias adjuntas en el presente documento, que comprenden las SEQ ID NOs:
88 a 95 y que representan la region VH de MSR 7.9H7 (SEQ ID NOs: 88 a 89), la region VL de MSR 7.9H7 (SEQ ID
NOs: 90 a 91), la H-CDR3 de MSR 7.9H7 (SEQ ID NOs: 92 a 93) asi como la L-CDR3 de MSR 7.9H7 (SEQ ID NOs:
94 a 95). La molécula de anticuerpo ilustrativo 7.9H7 esta derivado del anticuerpo parental MSR7 y es un ejemplo de
la invencion particular preferido de una molécula de anticuerpo optimizada/madurada de la presente invencion. Esta
molécula de anticuerpo ademas se puede modificar segin esta invencion, por ejemplo, en forma de clonacion
cruzada, véase mas adelante en el presente documento y los ejemplos adjuntos.

Tal como se documenta en los ejemplos adjuntos, los anticuerpos de la invencion también comprenden anticuerpos
de clonacién cruzada, es decir, anticuerpos que comprenden diferentes regiones de anticuerpo (por ejemplo,
regiones CDR) de uno o mas anticuerpos parentales u optimizados por afinidad como se describen en el presente
documento. Estos anticuerpos de clonacion cruzada pueden ser anticuerpos en diversas regiones estructurales
diferentes, por lo cual la regién estructural mas preferida es una region estructural de IgG, incluso mas preferidos es
una region estructural de 1gG1, IgG2a o IgG2b. Particularmente se prefiere que dicha region estructural de
anticuerpo sea una region estructural de mamifero, lo mas preferentemente una humana. Los dominios en las
cadenas ligeras y pesadas tienen la misma estructura general y cada dominio comprende cuatro regiones
estructurales, cuyas secuencias estan relativamente conservadas, juntadas por tres dominios hipervariables
conocidos como regiones determinantes de complementariedad (CDR1-3).

Tal como se usa en el presente documento, una “region estructural humana” se refiere a una region estructural que
es basicamente idéntica (aproximadamente 85 % o mas, normalmente 90-95 % o mas) a la region estructural de una
inmunoglobulina humana que se da de manera natural. La region estructural de un anticuerpo, que son las regiones
estructurales combinadas de las cadenas ligeras y pesadas constituyentes, sirve para colocar y alinear las CDRs.
Las CDRs son responsables principales de la union a un epitopo de un antigeno. Cabe sefalar que no solamente
los anticuerpos de clonacion cruzada descritos en el presente documento pueden estar presentes en una region
estructural de anticuerpo preferida (humana), sino también las moléculas de anticuerpo que comprenden CDRs de,
entre otros, los anticuerpos parentales MSR-3, -7 u -8 como se describe en el presente documento o de los
anticuerpos madurados derivados de dichos anticuerpos parentales, pueden estar introducidos en una region
estructural de inmunoglobulina. Las regiones estructurales preferidas son IgG1, IgG2a e IgG2b. Las mas preferidas
son las regiones estructurales humanas vy las regiones estructurales de IgG1 humanas.

Tal como se muestra en los ejemplos adjuntos es posible, entre otros, transferir, por ingenieria genética conocida en
la técnica, cadenas ligeras totales desde un clon donante optimizado a un clon receptor optimizado. Ejemplo de un
clon donante optimizado es, por ejemplo, L-CDR1 (L1) y un ejemplo de un clon recipiente optimizado es H-CDR2
(H2). La especificidad de epitopo se puede conservar combinando clones que poseen las mismas regiones H-CDR3.
Detalles adicionales se dan en el Ejemplo ilustrativo 13.

Moléculas de anticuerpo de clonacidon cruzada se pueden seleccionar entre el grupo que consiste en MS-R
N°3.3H1x3.4L9, MS-R N°3.4H1x3.4L9, MS-R N°3.4H3x3.4L7, MS-R N°3.4H3x3.4L9, MS-R N°3.4H7x3.4L9, MS-R
N°3.4H7x3.4L7, MS-R N°3.6H5x3.6L1, MS-R N°3.6H5x3.6L2, MS-R N°3.6H8x3.6L2, MS-R N°7.2H2x7.2L1, MS-R
N°7.4H2x7.2L1, MS-R N°7.4H2x7.12L2, MS-R N°7.9H2x7.2L1(L1), MS-R N°7.9H2x7.12L1, MS-R N°7.9H2x7.12L2,
MS-R N°7.9H2x7.12L2(L1+2), MS-R N°7.9H4x7.12L2, MS-R N°7.11H1x7.2L1, MS-R N°7.11H1x7.11L1, MS-R
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N°7.11H2x7.2L1(L1), MS-R N°7.11H2x7.9L1(L1). MS-R N°7.11H2x7.12L o MS-R N°8.1H1x8.2L1.

La generacion de anticuerpos de clonacion cruzada también se ilustra en los ejemplos adjuntos. Los
anticuerpos/moléculas de anticuerpo de clonacioén cruzada preferidos anteriormente mencionados son moléculas de
anticuerpo optimizadas/maduradas derivadas de anticuerpos parentales descritos en el presente documento, en
particular de MSR-3 y MSR-7. Ademas, se dan secuencias de CDR y regiones V caracteristicas adicionales de los
anticuerpos/moléculas de anticuerpo de clonacion cruzada en las SEQ ID NOs adjuntas: 32, 33, 46 y 47 (MSR
3.6H5x3.6L2; regiones VH, VL); 34, 35, 48 y 49 (MSR 3.6H8x3.6L2; regiones VH, VL); 36, 37, 50 y 51 (MSR
7.4H2x7.2L1; regiones VH, VL); 38, 39, 52 y 53 (MSR N°7.9H2x7.12L12; regiones VH, VL); 40, 41, 54 y 55 (MSR
N°7.9H4x7.12L2; regiones VH, VL); 42, 43, 56 y 57 (MS-R N°7.11H1x7.11L1; regiones VH, VL); y 44, 45, 58 y 59
(MSR N°7.11H1x7.2L1; regiones VH, VL). Regiones CDR3 correspondientes de estas moléculas de anticuerpo de
clonacioén cruzada preferidas particulares se representan en SEQ ID NOs: 60 a 87. Para moléculas de anticuerpo
MSR adicionales, se pueden deducir regiones VH, VL, CDR de las Tablas adjuntas 8 o 10 y del listado de secuencia
adjunto, en particular SEQ ID NOs: 32 a 95 para los anticuerpos/moléculas de anticuerpo MS-R N°3.6H5x3.6L2,
N°3.6H8x3.6L2, N°7.4H2x7.2L.1, N°7.9H2x7.12L2, N°7.9H4x7.12L2, N°7.11H1x7.11L1, N°7.11H1x7.2L1 y N°7.9H7 o
SEQ ID NOs: 294 a 413 para anticuerpos MSR-R/moléculas de anticuerpo MS-R N°3.3H1x3.4L9, N°3.4H1x3.4L9,
N°3.4H3x3.4L7, N°3.4H3x3.4L9, N°3.4H7x3.4L9, N°3.4H7x3.4L7, N°3.6H5x3.6L1, N°7.2H2x7.2L1, N°7.4H2x7.12L2,
N°7.9H2x7.2L1, N°7.9H2x7.12L1, N°7.11H2x7.2L1, N°7.11H2x7.9L1, N°7.11H2x7.12L1 o N°8.1H1x8.2L1. Por
consiguiente, aparte de las regiones VH anteriormente definidas, las moléculas de anticuerpo preferidas de la
descripcion pueden comprender regiones VH como se definen en una cualquiera de SEQ ID NOs: 294 a 323.
Igualmente, SEQ ID NOs: 324 a 353 representan regiones VL preferidas que, aparte de las regiones VL
anteriormente definidas que pueden estar comprendidas en la molécula de anticuerpo como se describe en el
presente documento. Regiones CDR-3 correspondientes se definieron anteriormente, asi como en secuencias
adicionales mostradas en SEQ ID NOs: 354 a 413. La molécula de anticuerpo de la invencion facilmente se puede
producir en cantidades suficientes, entre otros, por métodos recombinantes conocidos en la técnica, véase, por
ejemplo, Bentley, Hybridoma 17 (1998), 559-567; Racher, Appl. Microbiol. Biotechnol. 40 (1994), 851-856;
Samuelsson, Eur. J. Immunol. 26 (1996), 3.029-3.034.

Tedricamente, en (B-A4 soluble (monomérico/oligomérico) tanto los epitopos N-terminales como los medios son
accesibles para la interaccion de anticuerpo y las moléculas de anticuerpo de la presente invencion pueden o bien
unirse al epitopo N-terminal o al medio por separado, pero bajo estas condiciones no se obtendra la afinidad
maxima. Sin embargo, es mas probable que se consiga un contacto 6ptimo al paratopo de anticuerpo por union
simultanea a ambos epitopos, es decir, similar a la interaccion con $-A4 agregado. Por tanto, los anticuerpos de la
presente invencion son anticuerpos anti-Af3 Unicos de manera que se unen a 3-A4 agregado (mediante la interaccion
con el epitopo N-terminal y medio), y a la vez también son capaces de estabilizar y neutralizar el epitopo
conformacional en 3-A4 soluble. Estos anticuerpos son diferentes a los anticuerpos de la técnica anterior.

Las mas preferidas son moléculas de anticuerpo de la invencién que tienen una afinidad a AB o sus fragmentos
definidos con un valor Kp menor de 2.000 nM, preferentemente menor de 100 nM, mas preferentemente menor de
10 nM, lo mas preferentemente menor de 1 nM. La mediciéon de tal afinidad o afinidades se puede llevar a cabo por
métodos ilustrados en los ejemplos y conocidos en la técnica. Tales métodos comprenden, pero no se limitan a,
ensayos de BIACORET™ (www.biacore.com; Malmquist (1999), Biochem. Soc. Trans 27, 335-340) y ensayos en
fase soélida que usan anticuerpos marcados o A marcado.

Preferentemente, la molécula de anticuerpo de la invencién es capaz de decorar/reaccionar con/unirse a placas de
amiloide en secciones de cerebro in vitro (post-mortem) de pacientes que padecian de trastornos relacionados con
amiloide, como la enfermedad de Alzheimer. Alun, también se prefiere que el anticuerpo/moléculas de anticuerpo de
la invencion prevengan la agregacion de AR in vivo, asi como en ensayos in vitro, tal como se ilustra en los ejemplos
adjuntos. Igualmente, las moléculas de anticuerpo de la presente invencion son preferidas para despolimerizar el
agregado de AB en ensayos in vivo ylo in vitro mostrados en los ejemplos. Esta capacidad de los
anticuerpos/moléculas de anticuerpo de la invencion es, entre otros, para emplearse en marcos médicos, en
particular en composiciones farmacéuticas descritas mas adelante en el presente documento.

La invencion también proporciona una molécula de acidos nucleicos que codifica una molécula de anticuerpo de la
invencion como se define en el presente documento.

Dicha molécula de acidos nucleicos puede ser una molécula de acidos nucleicos que se da de manera natural, asi
como una molécula de acidos nucleicos recombinante. Por lo tanto, la molécula de acidos nucleicos de la invencion
puede ser de origen natural, sintético o semisintético. Puede comprender ADN, ARN, asi como APN y puede ser un
hibrido de los mismos.

Es evidente para un experto en la técnica que las secuencias reguladoras se pueden afiadir a la molécula de acidos
nucleicos de la invencién. Por ejemplo, se pueden emplear promotores, potenciadores transcripcionales y/o
secuencias que permiten la expresion inducida del polinucleétido de la invencién. Un sistema inducible adecuado es,
por ejemplo, la expresidon génica regulada por tetraciclina como se describe, por ejemplo, por Gossen y Bujard (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 5.547-5.551) y Gossen y col., (Trends Biotech. 12 (1994), 58-62), o un sistema de
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expresion de gen inducible por dexametasona como se describe, por ejemplo, por Crook (1989) EMBO J. 8, 513-
519.

Ademas, se prevé para propositos adicionales que la molécula de acidos nucleicos puede contener, por ejemplo,
enlaces tioéster y/o analogos de nucledtidos. Dichas modificaciones pueden ser Utiles para la estabilizacion de la
molécula de acidos nucleicos frente a endo y/o exonucleasas en la célula. Dichas moléculas de acidos nucleicos se
pueden transcribir mediante un vector apropiado que contiene un gen quimérico que permite la transcripcion de
dicha molécula de acidos nucleicos en la célula. A este respecto, también se entiende que el polinucleétido de la
invencion se puede usar para planteamientos “terapéuticos génicos” o “de diana génica”. En otra realizacién dichas
moléculas de acidos nucleicos estan marcadas. Los métodos para la deteccién de los acidos nucleicos son bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, transferencia tipo Southern y Northern, PCR o extension de cebador. Esta
realizacion puede ser Util para los métodos de cribado para verificar la introduccién con éxito de las moléculas de
acidos nucleicos de la invencion durante los planteamientos de terapia génica.

La(s) molécula(s) de acidos nucleicos de la invencién puede(n) ser una molécula de acidos nucleicos quimérica
producida de manera recombinante que comprende alguna de las moléculas de acidos nucleicos anteriormente
mencionadas o bien sola o en combinacién. Preferentemente, la molécula de acidos nucleicos de la invencion es
parte de un vector.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un vector que comprende la molécula de acidos nucleicos de la
presente invencion.

El vector de la presente invencion puede ser, por ejemplo, un plasmido, césmido, virus, bacteriéfago u otro vector
usado, por ejemplo, de manera convencional en ingenieria genética, y puede comprender ademas genes tales como
genes marcadores que permiten la seleccion de dicho vector en una célula hospedadora adecuada y bajo
condiciones adecuadas.

Ademas, el vector de la presente invencién puede comprender, ademas de las secuencias de acidos nucleicos de la
invencion, elementos control de la expresion, que permiten la expresion apropiada de las regiones codificadoras en
hospedantes adecuados. Tales elementos control son conocidos por los expertos y pueden incluir un promotor, un
casete de corte y empalme, coddn de iniciacion de la traduccion, sitio de traduccion e insercion para introducir un
inserto en el vector. Preferentemente, la molécula de acidos nucleicos de la invencion esta operativamente ligada a
dichas secuencias de control de la expresion que permiten la expresién en células eucariotas o procariotas.

Elementos control que aseguran la expresion en células eucariotas y procariotas son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Tal como se mencioné anteriormente en el presente documento, normalmente comprenden
secuencias reguladoras que aseguran la iniciacion de la transcripcion y opcionalmente sefales poli-A que aseguran
la terminacion de la transcripcion y la estabilizacion del transcripto. Elementos reguladores adicionales pueden incluir
potenciadores transcripcionales, asi como de traducciéon, y/o regiones promotor naturalmente asociadas o
heterdlogas. Posibles elementos reguladores que permiten la expresion en, por ejemplo, células hospedantes de
mamifero comprenden el promotor de timidina quinasa de CMV-HSV, SV40, promotor RSV (Virus del sarcoma de
Rous), promotor del factor 1a de elongaciéon humano, el promotor de MMTV inducible por glucocorticoide (Virus del
Tumor de Ratdén de Moloney), promotores inducibles por metalotioneina o tetraciclina, o potenciadores, como
potenciados de CMV o potenciador de SV40. Para la expresion en células neurales, se prevé que se pueden
emplear promotores de neurofilamento, PGDF, NSE, PrP o thy-1. Dichos promotores se conocen bien en la técnica
y, entre otros, estan descritos en Charron (1995), J. Biol. Chem. 270, 25.739-25.745. Para la expresion en células
procariotas, se han descrito una multitud de promotores que incluyen, por ejemplo, el promotor tac-lac o el promotor
de trp. Aparte de los elementos que son responsables de la iniciaciéon de la transcripcion tales elementos
reguladores también pueden comprender sefiales de terminacion de transcripcion, tales como el sitio poli-A de SV40
o el sitio poli-A de tk, en direccion 3’ del polinucleétido. En este contexto, los vectores de expresion adecuados se
conocen en la técnica tal como el vector de expresién de ADNc de Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pRc/CMV,
pcDNA1, pcDNA3 (Invitrogene), pSPORT1 (GIBCO BRL), pX (Pagano (1992) Science 255, 1.144-1.147), dos
vectores hibridos de levadura, tales como pEG202 y dpJG4-5 (Gyuris (1995) Cell 75, 791-803), o vectores de
expresion procariota, tales como lambda gt11 o pGEX (Amersham-Pharmacia). Aparte de las moléculas de acidos
nucleicos de la presente invencién, el vector puede ademas comprender secuencias de acidos nucleicos que
codifican las sefiales de secrecién. Tales secuencias son bien conocidas por los expertos en la técnica. Ademas,
dependiendo del sistema de expresion usado se pueden afiadir secuencias lider capaces de dirigir los péptidos de la
invenciéon a un compartimento celular a la secuencia codificadora de las moléculas de acidos nucleicos de la
invencion y son bien conocidas en la técnica. La(s) secuencia(s) lider se ensamblan(n) en la fase apropiada con
secuencias de traduccion, iniciacion y terminacion, y preferentemente, una secuencia lider capaz de dirigir la
secrecion de la proteina traducida, o una proteina de la misma, dentro del espacio periplasmico o medio extracelular.
Opcionalmente, la secuencia heterdloga puede codificar una proteina de fusidon que incluya un péptido de
identificacion C-terminal o N-terminal que imparte las caracteristicas deseadas, por ejemplo, estabilizacién o
purificacién simplificada del producto recombinante expresado. Una vez que el vector se ha incorporado dentro del
hospedador apropiado, el hospedador se mantiene bajo condiciones adecuadas para alto nivel de expresion de las
secuencias de nucledtidos, y, como si se desea, puede seguir la coleccidon y purificacion de las moléculas de
anticuerpo o fragmentos de las mismas de la invencion. Por consiguiente, la invencion también se refiere a
hospedantes/células hospedantes que comprenden un vector como se define en el presente documento. Tales
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hospedantes pueden ser Utiles para en los procesos obtener anticuerpos/moléculas de anticuerpos de la invencion,
asi como en marcos médicos/farmacéuticos. Tales células hospedantes también pueden comprender células
neuronales sometidas a transduccién o a transfeccién, como células madre neuronales, preferentemente células
madre neuronales adultas. Tales células hospedantes pueden ser Utiles en terapias de trasplante.

Ademas, el vector de la presente invencion también puede ser una expresion, un vector de transferencia génica o de
diana génica. La terapia génica, que se basa en la introduccion de genes terapéuticos dentro de células por técnicas
ex vivo o in vivo es una de las aplicaciones mas importantes de la transferencia génica. Los ratones transgénicos
que expresan un anticuerpo neutralizante dirigido al factor de crecimiento de nervio se han generado usando la
técnica de “neuroanticuerpo”; Capsoni, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 (2000), 6.826-6.831 y Biocca, Embo J. 9
(1990), 101-108. Vectores, métodos o sistemas de liberacion de gen adecuados para la terapia génica in vitro o in
vivo estan descritos en la bibliografia y son conocidos por los expertos en la técnica; véase, por ejemplo, Giordano,
Nature Medicine 2 (1996), 534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-
813, Isner, Lancet 348 (1996), 370-374; Muhlhauser, Cir. Res. 77 (1995), 1.077-1.086; Onodua, Blood 91 (1998), 30-
36; Verzeletti, Hum. Gene Ther. 9 (1998), 2.243-2.251; Verma, Nature 389 (1997), 239-242; Anderson, Nature 392
(sup. 1998), 25-30; Wang, Gene Therapy 4 (1997), 393-400; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; documentos
WO 94/29469; WO 97/00957; US 5.580.859; US 5.589.466; US 4.394.448 o Schaper, Current Opinion in
Biotechnology 7 (1996), 635-640, y referencias citadas en el presente documento. En particular, dichos sistemas de
liberacion de genes y/o vectores también estan descritos en los planteamientos de terapia génica en tejido/células
neurologicas (véase, entre otros, Blomer, J. Virology 71 (1997) 6.641-6.649) o en el hipotalamo (véase, entre otros,
Geddes, Front Neuroendocrinol. 20 (1999), 296-316 o Geddes, Nat. Med. 3 (1997), 1.402-1.404). Adicionales
construcciones de terapia génica adecuadas para su uso en células/tejidos neurolégicos son conocidos en la
técnica, por ejemplo, en Meier (1999), J. Neuropathol. Exp. Neurol. 58, 1.099-1.110. Las moléculas de acidos
nucleicos y los vectores de la invencion pueden estar disefiados para la introduccion directa o para introduccion por
liposomas, vectores viricos (por ejemplo, adenovirales, retrovirales), electroporacion, balisticos (por ejemplo, pistola
de gen) u otros sistemas de liberacién en las células. Ademas, se puede usar un sistema baculoviral como sistema
de expresion eucariota para las moléculas de acidos nucleicos de la invencion. La introduccion y el planteamiento
terapéutico génico deberia, preferentemente, conducir a la expresion de una molécula de anticuerpo funcional de la
invencion, por lo cual dicha molécula de anticuerpo expresada es particularmente util en el tratamiento,
mejoramiento y/o prevencion de trastornos neuroldgicos relacionados con sintesis anormal de amiloide, ensamblaje
y/o agregacion, como, la enfermedad de Alzheimer y similares.

Por consiguiente, la molécula de acidos nucleicos de la presente invencion y/o los vectores/hospedantes
anteriormente descritos de la presente invencidon pueden ser particularmente Utiles como composiciones
farmacéuticas. Dichas composiciones farmacéuticas se pueden emplear en planteamientos de terapia génica. En
este contexto, se prevé que las moléculas de acidos nucleicos y/o vectores de la presente invencion se pueden
emplear para modular, alterar y/o modificar la expresion (celular) y/o concentracion de las moléculas de anticuerpo
de la invencion o de un fragmento(s) de las mismas.

Para aplicaciones de terapia génica, los acidos nucleicos que codifican el(los) péptido(s) de la invencidon o
fragmentos de los mismos se pueden clonar dentro de un sistema de liberacion de gen, tal como un virus y el virus
usado para la infeccion y confiiendo mejoramiento de la enfermedad o efectos de curacion en las células infectadas
u organismo.

La presente invenciéon también se refiere a una célula hospedadora sometida a transfeccién o transformada con el
vector de la invencion o un hospedador no humano que porta el vector de la presente invencion, es decir, a una
célula hospedadora u hospedadora que esta genéticamente modificada con una molécula de acidos nucleicos segun
la invencion o con un vector que comprende tal molécula de acidos nucleicos. El término “genéticamente modificado”
significa que la célula hospedadora o el hospedador comprende ademas de su genoma natural una molécula de
acidos nucleicos o vector segun la invencidon que se introduce en la célula u hospedador o en uno sus
predecesores/padres. La molécula de acidos nucleicos o vector puede estar presente en la célula hospedadora
genéticamente modificada u hospedador o bien como molécula independiente fuera del genoma, preferentemente
como molécula que es capaz de replicacion, o puede estar establemente integrada en el genoma de la célula
hospedadora u hospedador.

La célula hospedadora de la presente invencidon puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Las células
procariotas adecuadas son aquellas generalmente usadas para clonar como E. coli o Bacillus subtilis. Ademas, las
células eucariotas comprenden, por ejemplo, células fungicas o animales. Ejemplos de células fungicas adecuadas
son células de levadura, preferentemente aquellas del género Saccharomyces y lo mas preferentemente aquellas de
la especie Saccharomyces cerevisiae. Células animales adecuadas son, por ejemplo, células de insecto, células de
vertebrados, preferentemente células de mamifero, tales como, por ejemplo, HEK293, NSO, CHO, MDCK, U2-
OSHela, NIH3T3, MOLT-4, Jurkat, PC-12, PC-3, IMR, NT2N, Sk-n-sh, CaSki, C33A. Estas células hospedantes, por
ejemplo, células CHO, pueden proporcionar modificaciones post-traduccion a las moléculas de anticuerpo de la
invencion, incluyendo la separacion del péptido lider, pliegue y ensamble de cadenas H (pesadas) y L (ligeras),
glicosilacion de la molécula en lados correctos y secrecion de la molécula funcional. Lineas celulares adicionales
adecuadas conocidas en la técnica son obtenibles de los depdsitos de linea celular, como “The American Type
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Culture Collection” (ATCC). Segun la presente invencion, ademas se prevé que las células/cultivos celulares
primarios pueden funcionar como células hospedantes. Dichas células en particular estan derivadas de insectos
(como insectos de las especies de Drosophila o Blatta) o mamiferos (como humanos, marranos, raton o rata).
Dichas células hospedantes también pueden comprender células de y/o derivadas de lineas celulares como lineas
celulares de neuroblastoma. Las células primarias anteriormente mencionadas son bien conocidas en la técnica y
comprenden, entre otras, astrocitos primarios, cultivos espinales (mezclados) o cultivos de hipocampo.

En una realizacién preferida la célula hospedadora que esta transformada con el vector de la invencién es una célula
neuronal, una célula madre neuronal (por ejemplo, una célula madre neuronal adulta), una célula de cerebro o una
célula (linea) derivada de las mismas. Sin embargo, también una célula CHO que comprende la molécula de acidos
nucleicos de la presente invencién puede ser particularmente uti como hospedador. Tales células pueden
proporcionar modificaciones secundarias correctas en las moléculas expresadas, es decir, las moléculas de
anticuerpo de la presente invencion. Estas modificaciones comprenden, entre otros, glicosilaciones y fosforilaciones.

Los hospedantes pueden ser mamiferos no humanos, lo mas preferentemente ratones, ratas, oveja, terneros,
perros, monos o simios. Dichos mamiferos pueden ser indispensables para el desarrollo de una cura,
preferentemente una cura para trastornos neuroldgicos y/o neurodegenerativos mencionados en el presente
documento. Ademas, los hospedantes de la presente invenciéon pueden ser particularmente Utiles en la produccion
de las moléculas de anticuerpo (o fragmentos de las mismas) de la invencion. Se prevé que dichas moléculas de
anticuerpo (o fragmentos de las mismas) se aislan de dicho hospedador. Se prevé, entro otros, que las moléculas de
acidos nucleicos y/o vectores descritos en el presente documento se incorporan en secuencias para la expresion
transgénica. La introduccion de las moléculas de acidos nucleicos de la invencion como transgenes dentro de los
hospedantes no humanos y su posterior expresion se puede emplear para la produccion de los anticuerpos de la
invencion. Por ejemplo, la expresion de tal(es) transgen(es) en la leche del animal transgénico proporciona medios
para obtener la molécula de anticuerpo de la invencién en cantidades cuantitativas; véase, entre otros, los
documentos US 5.741.957, US 5.304.489 o US 5.849.992. Transgenes utiles a este respecto comprenden las
moléculas de acidos nucleicos de la invencion, por ejemplo, secuencias codificadoras para las cadenas ligeras y
pesadas de las moléculas de anticuerpo descritas en el presente documento, operativamente ligadas al promotor y/o
estructuras potenciadoras de un gen especifico de glandula mamaria, como caseina o beta-lactoglobulina.

La invencion también proporciona un método para la preparaciéon de una molécula de anticuerpo de la invencién que
comprende el cultivo de la célula hospedadora anteriormente descrita en el presente documento bajo condiciones
que permiten la sintesis de dicha molécula de anticuerpo y la recuperacion de dicha molécula de anticuerpo de dicho
cultivo.

La invencion también se refiere a una composicion que comprende una molécula de anticuerpo de la invencion o
producida por el método anteriormente descrito, una molécula de acidos nucleicos que codifica la molécula de
anticuerpo de la invencion, un vector que comprende dicha molécula de acidos nucleicos o una célula hospedadora
como se definié anteriormente y opcionalmente, moléculas adicionales, o bien solas o en combinacién, como, por
ejemplo, moléculas que son capaces de interferir con la formacion de placas de amiloide o que son capaces de
despolimerizar placas de amiloide ya formadas. El término “composicion” tal como se emplea en el presente
documento comprende al menos un compuesto de la invencion. Preferentemente, tal composicion es una
composicion farmacéutica o una composicion de diagnéstico.

La composicion puede estar en forma solida o liquida y puede estar, entre otras, en una forma de polvo(s),
comprimido(s), solucion(es) o aerosol(es). Dicha composicién puede comprender uno o mas anticuerpos/moléculas
de anticuerpo de la invenciéon o moléculas de acidos nucleicos, vector u hospedantes de la invencién. También se
prevé que dicha composicién comprenda al menos dos, preferentemente tres, mas preferentemente, cuatro, lo mas
preferentemente cinco moléculas de anticuerpo de la invencion o molécula(s) de acidos nucleicos que codifica(n)
dicha(s) molécula(s) de anticuerpo. Dicha composicion también puede comprender anticuerpos/moléculas de
anticuerpo de la invencién optimizadas obtenibles por los métodos descritos mas adelante en el presente documento
y en los ejemplos adjuntos.

Se prefiere que dicha composicién farmacéutica, opcionalmente comprenda un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y/o diluyente. La composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede ser particularmente
util para el tratamiento de trastornos neuroldgicos y/o neurodegenerativos. Dichos trastornos comprenden, pero no
se limitan a, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis tipo holandés, sindrome de Down, demencia por VIH, enfermedad de Parkinson y trastornos neuronales
relacionados con la vejez. La composicion farmacéutica de la invencion se prevé, entre otros, como inhibidores
potentes de la formaciéon de placa de amiloide o como un estimulador potente para la despolimerizaciéon de placas
de amiloide. Por lo tanto, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los
compuestos de la invenciéon a usar para el tratamiento de enfermedades/trastornos asociados con protedlisis
patoldgica de APP y/o formacion de placa de amiloide.

Ejemplos de vehiculos, excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente adecuados son bien conocidos en la técnica e
incluyen soluciones salinas taponadas, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, diversos tipos de
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agentes humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden tales vehiculos se pueden
formular por métodos convencionales bien conocidos. Estas composiciones farmacéuticas se pueden administrar al
sujeto a una dosis adecuada. La administracion de las composiciones adecuadas se puede efectuar por diferentes
medios, por ejemplo, administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica, intradérmica,
intranasal o intrabronquial. Particularmente se prefiere que dicha administracion se lleve a cabo por inyeccion y/o
reparto, por ejemplo, a un sitio en la arteria cerebral o directamente en el tejido cerebral. Las composiciones de la
invencion también se pueden administrar directamente al sitio diana, por ejemplo, por reparto biolistico a un sitio
diana externo o interno, como el cerebro. El régimen de dosificacion se determinara por el médico que atiende y los
factores clinicos. Tal como se sabe bien en las técnicas médicas, las dosificaciones para un paciente cualquiera
depende de muchos factores, incluyendo el tamafio del paciente, el area superficial corporal, la edad, el compuesto
particular a administrar, el sexo, el tiempo y la via de administracion, la salud general, y otros farmacos que se
administran al mismo tiempo. La materia farmacéuticamente activa proteinica puede estar presente en cantidades
entre 1 ngy 10 mg/kg de peso corporal por dosis; sin embargo, se conciben dosis por encima o por debajo de este
intervalo de ejemplo, considerando especialmente los factores anteriormente mencionados. Si el régimen es una
infusién continua, también deberia estar en el intervalo de 1 pg a 10 mg de unidades por kilogramos de peso
corporal por minuto. El progreso se puede controlar por valoracion periédica. Las composiciones de la invencion se
pueden administrar local o sistémicamente. Cabe sefialar que los anticuerpos periféricamente administrados pueden
entrar al sistema nervioso central, véase, entre otros, Bard (2000), Nature Med. 6, 916-919. Preparaciones para la
administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones estériles acuosas o no acuosas. Ejemplos
de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres
organicos inyectables tales como oleato de etilo. Vehiculos acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas,
emulsiones o suspensiones, incluyendo medios salinos y tamponados. Vehiculizantes parenterales incluyen solucion
de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer lactado, o aceites fijados. Vehiculizantes
intravenosos incluyen rellenantes fluidos y nutrientes, rellenantes de electrolito (tales como los basados en dextrosa
de Ringer) y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo,
agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes y gases inertes y similares. Ademas, la composicién farmacéutica
de la invencién ademas puede comprender agentes adicionales dependiendo del uso previsto de la composicion
farmacéutica. Dichos agentes pueden ser farmacos que actuan sobre el sistema nervioso central, como, factores
neuroproctectores, inhibidores de colinesterasa, agonistas del receptor muscarinico M1, hormonas, antioxidantes,
inhibidores de inflamacion, etc. Particularmente se prefiere que dicha composicién farmacéutica comprenda agentes
adicionales como, por ejemplo, neurotransmisores y/o moléculas de sustitucion para neurotransmisores, vitamina E
o acido alfa-lipoico.

Las composiciones farmacéuticas, asi como los métodos de la invencién o los usos de la invencién descritos mas
adelante se pueden usar para el tratamiento de todo tipo de enfermedades hasta hora desconocidas o que estan
relacionadas con o dependen de agregacion patologica de APP o procesamiento patolégico de APP. Pueden ser
particularmente Utiles para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades en las que los
depdsitos extracelulares de amiloide-f3, parecen jugar un papel. Deseablemente se puede emplear en humanos,
aunque el tratamiento animal también abarca los métodos, usos y composiciones descritos en el presente
documento.

En una realizaciéon preferida de la invencién, la composiciéon de la presente invencién como se describid
anteriormente en el presente documento es una composicion de diagnostico que comprende ademas,
opcionalmente, medios adecuados para la deteccion. La composicion de diagndstico comprende al menos uno de
los compuestos anteriormente mencionados de la invencion.

Dicha composicion de diagnostico puede comprender los compuestos de la invencidon, en particular vy
preferentemente las moléculas de anticuerpo de la presente invencion, en forma soluble/fase liquida, pero también
se prevé que dichas composiciones estan unidas a/acopladas a y/o ligadas a un soporte sdlido.

Los soportes soélidos se pueden usar en combinacion con la composicion de diagnéstico como se define en el
presente documento o los compuestos de la presente invencién pueden estar directamente unidos a dichos soportes
solidos. Tales soportes son bien conocidos en la técnica y comprenden, entre otros, materiales de columna
comercialmente disponibles, esferas de poliestireno, esferas de latex, esferas magnéticas, particulas coloidales de
metal, pedacitos y superficies de cristal y/o silicona, tiras de nitrocelulosa, membranas, laminas, duracytes, pocillos y
paredes de bandejas de reaccioén, tubos de plastico, etc. El(los) compuesto(s) de la invencion, en particular los
anticuerpos de la presente invencion, pueden estar unidos a muchos vehiculos diferentes. Ejemplos de vehiculos
bien conocidos incluyen, cristal, poliestireno, cloruro de polivinilo, polipropileno, polietileno, policarbonato, dextrano,
nailon, amilosas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magnetita. La naturaleza del
vehiculo puede ser o bien soluble o insoluble para los propdsitos de la invencion. Las marcas y métodos apropiados
para la marcacion anteriormente se han identificado y ademas estan mencionados mas adelante en el presente
documento. Se conocen bien los métodos adecuados para la fijacion/inmovilizacion de dicho(s) compuesto(s) de la
invencion e incluyen, pero no se limitan a, interacciones idnicas, hidréfobas, covalentes y similares.

Particularmente se prefiere que la composicion de diagnostico de la invencion se emplee para la deteccion y/o

cuantificacion de APP y/o productos del procesamiento de APP, como amiloide-f o para la detecciéon y/o
cuantificacion de lados de escision de APP patolégicos y/o modificados (genéticamente).
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Tal como se ilustra en los ejemplos adjuntos, los compuestos de la presente invencion, en particular la molécula de
anticuerpo de la invencion es particularmente Util como reactivo de diagndstico en la deteccion de placas de amiloide
humas genuinas en secciones de cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer por inmunofluorescencia
indirecta.

Se prefiere que dichos compuestos de la presente invencion a emplear en una composicion diagnéstica se marquen
de manera detectable. Una diversidad de técnicas esta disponible para la marcacion de biomoléculas, son bien
conocidas por los expertos en la técnica y se consideran que estan dentro del alcance de la presente invencion.
Tales técnicas estan descritas, por ejemplo, en Tijssen, “Practice and theory of enzyme immuno assays”, Burden,
RH y von Knippenburg (Eds), Volumen 15 (1985), “Basic methods in molecular biology”; Davis LG, Dibmer MD;
Battey Elsevier (1990), Mayer y col., (Eds) “Immunochemical methods in cell and molecular biology” Academic Press,
Londres (1987), o en la serie “Methods in Enzymology”, Academic Press, Inc.

Hay muchos marcadores y métodos de marcacion diferentes conocidos por los expertos en la técnica. Ejemplos de
los tipos de marcadores que se pueden usar en la presente invencion incluyen enzimas, radioisétopos, metales
coloidales, compuestos fluorescentes, compuestos quimioluminiscentes y compuestos bioluminiscentes.

Marcadores comunmente usados comprenden, entre otros, fluorocromos (como fluoresceina, rodamina, Rojo Texas,
etc.), enzimas (como peroxidasa de rabano, B-galactosidasa, fosfatasa alcalina), isotopos radioactivos (como *P o
125I), biotina, digoxigenina, metales coloidales, compuestos quimio o bioluminiscentes (como dioxetanos, luminol o
acridinios). Procedimientos de marcacion, como el acoplamiento covalente de enzimas o grupos de biotinilo,
iodinaciones, fosforilaciones, biotinilaciones, etc. son bien conocidos en la técnica.

Métodos de deteccion comprenden, pero no se limitan a, autorradiografia, microscopia de fluorescencia, reacciones
enzimaticas directas e indirectas, etc. Ensayos de deteccion comunmente usados comprenden métodos
radioisotopicos o no radioisotopicos. Estos comprenden, entre otros, transferencia tipo Western, ensayos de
superposicion, RIA (Radioinmunoensayo) e IRMA (Ensayo Radioinmunométrico Inmune), EIA (Ensayo
inmunoenzimatico), ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima), FIA (Ensayo Inmunofluorescente) y CLIA
(Ensayo inmunoquimioluminiscente).

Ademas, la presente invencién proporciona el uso de una molécula de anticuerpo de la invencién, o una molécula de
anticuerpo producida por el método de la invencion, de una molécula de acidos nucleicos, vector o un hospedador
de la invencién para la preparacién de una composicion farmacéutica o una composicion de diagnodstico para la
prevencion, tratamiento y/o diagnosis de una enfermedad asociada con amiloidogénesis y/o la formacién de placa de
amiloide. Ademas, se prefiere que los compuestos descritos en el presente documento, en particular las moléculas
de anticuerpo de la invencion, se empleen en la prevencion y/o tratamiento de neuropatologias asociadas con el
procesamiento modificado o anormal de APP y/o amiloidogénesis. Las moléculas de anticuerpo, por ejemplo, en
formato de inmunoglobulinas (modificadas por ingenieria), como anticuerpos en una region estructural de IgG, en
particular en una region estructural de IgG1, o en formato de anticuerpos quiméricos, anticuerpos biespecificos, Fvs
de cadena simple (scFv) o scFvs biespecificos y similares se emplean en la preparacién de las composiciones
farmacéuticas proporcionadas en el presente documento. Auln, las moléculas de anticuerpo también son Utiles en
marcos de diagndstico como se documentan en los ejemplos adjuntos, puesto que las moléculas de anticuerpo de la
invencion interactuan especificamente con/detectan AB4 y/o depdsitos/placas de amiloide.

Por lo tanto, un uso de la invencion de los compuestos de la presente invencion es el uso para la preparacion de una
composicion farmacéutica para un trastorno neurolégico que requiere la mejora, por ejemplo, por desintegracion de
placas de B-amiloide, por aclaramiento de amiloide (placa) o por inmunizacién pasiva frente a la formacion de placa
de B-amiloide. Tal como se ilustra en los ejemplos adjuntos, las moléculas de anticuerpo de la invencion son
particularmente utiles en prevenir la agregacion de AR y en la despolimerizaciéon de agregados de amiloide ya
formados. Por consiguiente, los anticuerpos de la invencion a emplear en la reduccion de depésitos/placas de
amiloide patoldgicos, en el aclaramiento de placas/precursores de placa de amiloide, asi como en la proteccion
neuronal. En particular, se prevé que las moléculas de anticuerpo de la invencién se emplean en la proteccion in vivo
de placas de amiloide, asi como en el aclaramiento in vivo de placas/depdsitos de amiloide preexistentes. Ademas,
las moléculas de anticuerpo de la invenciéon se pueden emplear en planteamientos de inmunizacién pasivos frente a
AB4. El aclaramiento de depdsitos de APR4/AB4 se puede conseguir, entre otros, mediante el uso médico de
anticuerpos de la presente invencién que comprenden una parte de Fc. Dicha parte de Fc de un anticuerpo
particularmente puede ser util en respuestas inmunes mediadas por el receptor Fc, por ejemplo, la atraccion de
macrofagos (células fagocitas y/o microglia) y/o células ayudantes. Para la medicién de inmunorespuestas
relacionadas con la parte de Fc, la molécula de anticuerpo de la invencion preferentemente estda en una region
estructural de IgG1 (humana). Tal como se discute en el presente documento, el sujeto preferido a tratar con la
molécula de anticuerpo de la invencion, las moléculas de acidos nucleicos que codifican la misma o partes de las
mismas, los vectores de la invencion o las células hospedantes de esta invencion es un sujeto humano. También se
prevén otras regiones estructurales, como las regiones estructurales de 1gG2a o IgG2b para la molécula de
anticuerpo de la invencion. Particularmente se prevén regiones estructurales de inmunoglobulina en formato IgG2a e
IgG2b en marcos de ratdn, por ejemplo, en usos cientificos de la molécula de anticuerpo de la invencién, por
ejemplo, en ensayos en ratones transgénicos que expresan la APP tipo natural (humana) o mutada, fragmentos de
APP y/o AB4.
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Las enfermedades anteriormente citadas asociadas con amiloidogénesis y/o formacion de placa de amiloide
comprenden, pero no se limitan a, enfermedad de Alzheimer, neuropatia motora, enfermedad de Parkinson, ELA
(esclerosis lateral amiotrofica), tembladera, demencia relacionada con el VIH, asi como la enfermedad de Creutzfeld-
Jakob, hemorragia cerebral hereditaria, con amiloidosis tipo holandés, sindrome de Down y trastornos neuronales
relacionados con la vejez. Las moléculas de anticuerpo de la invencién y las composiciones proporcionadas en el
presente documento también son Utiles en la mejora y/o prevencion de procesos inflamatorios que se relacionan con
amiloidogénesis y/o formacion de placa de amiloide.

Por consiguiente, en el presente documento también esta descrito un método para tratar, prevenir y/o retrasar
trastornos neuroldgicos y/o neurodegenerativos que comprenden la etapa de administrar a un sujeto que padece de
dicho trastorno neurolégico y/o neurodegenerativo y/o a un sujeto susceptible de dicho trastorno neurolégico y/o
neurodegenerativo una cantidad eficaz de la molécula de anticuerpo de la invencion, la molécula de acidos nucleicos
de la invencion y/o una composicion como se definié anteriormente en el presente documento.

También se describe en el presente documento un kit que comprende al menos una molécula de anticuerpo, al
menos una molécula de acidos nucleicos, al menos un vector o al menos una célula hospedadora de la invencién.
Ventajosamente, el kit comprende, opcionalmente un tampodn(tampones), soluciones de almacenamiento y/o
reactivos restantes o materiales requeridos para la conduccion de los ensayos y propdésitos médicos, cientificos o de
diagndstico. Ademas, las partes del kit se pueden empaquetar individualmente en viales o botellas o en combinacion
en recipientes o unidades de recipiente multiple.

El kit se puede usar de manera ventajosa, entre otros, para llevar a cabo el método de la invencion y se podria
emplear en una diversidad de aplicaciones referidas en el presente documento, por ejemplo, como kits de
diagndstico, como herramientas de investigacion o herramientas médicas. Ademas, el kit de la invencién puede
contener medios para la deteccién adecuada para propositos cientificos, médicos y/o de diagndstico. La fabricacion
de los kits sigue preferentemente procedimientos estandar que son conocidos por los expertos en la técnica.

En el presente documento también se describe un método para la optimizaciéon de una molécula de anticuerpo como
se definié anteriormente en el presente documento comprendiendo las etapas de:

(a) construccion de una genoteca de fragmentos de anticuerpo Fab diversificados derivados de un anticuerpo
que comprende al menos una CDR3 de una region VH codificada por una molécula de acidos nucleicos como se
muestra en SEQ ID NOs: 21, 23 o 25 o al menos una secuencia de aminoacidos de CDR3 de una region VH
como se muestra en SEQ ID NOs: 22, 24 o 26.

(b) ensayo de la genoteca de optimizacion de Fab resultante por inmunoadsorcion (panning) frente a AR/AB4;

(c) identificacion de clones optimizados; y

(d) expresion de clones optimizados y seleccionados.

La optimizacién de los anticuerpos/moléculas de anticuerpo como se describe en el presente documento también
esta documentada en los ejemplos adjuntos y puede comprender la selecciéon por, por ejemplo, afinidad superior
para una o ambas regiones/epitopos de -A4 como se define en el presente documento o la seleccidn por expresion
mejorada y similares. En una realizacion, dicha seleccion por afinidad superior por una o ambas regiones/epitopos
de B-A4 comprende la seleccion por alta afinidad a (a) un tramo de aminoacidos que comprende aminoacidos 2 a 10
(o una parte(s) del mismo) de 3-A4 y/o (b) un tramo de aminoacidos que comprende aminoacidos 12 a 25 (o una
parte(s) del mismo) de 3-A4 (SEQ ID NO: 27).

El experto en la técnica facilmente puede llevar a cabo el método que emplea las ensefianzas de la presente
invencion. Los protocolos de optimizacion para anticuerpos son bien conocidos en la técnica. Estos protocolos de
optimizacion comprenden, entre otros, mutagénesis dirigida por CDR como se describe e ilustra en el presente
documento y se describe en Yang (1995), J. Mol. Biol. 25, 392-403; Schier (1996), J. Mol. Biol. 263, 551-567; Barbas
(1996), Trends. Biotech 14, 230-34 o Wu (1998) PANS 95, 6.037-6.042; Schier (1996), Human Antibodies
Hybridomas 7, 97; Moore (1997), J. Mol. Biol. 272, 336.

Las técnicas de inmunoadsorcidon son bien conocidas en la técnica, véase, por ejemplo, Kay (1993), Gene 128, 59-
65. Ademas, publicaciones como Borrebaeck (1995), “Antibody Engineering”, Oxford University, 229-266; McCafferty
(1996), “Antibody Engineering”, Oxford University Press; Kay (1996), “A Laboratory Manual’, Academic Press,
proporcionan los protocolos de optimizacion que se pueden modificar segun esta invencion.

El método de optimizacion ademas puede comprender una etapa (ca), por la cual los clones optimizados se
optimizan mas por mutagénesis en casete, como se ilustra en los ejemplos adjuntos.

El método para la optimizacién de una molécula de anticuerpo descrita en el presente documento se ilustra mas en
los ejemplos adjuntos como maduracion por afinidad de anticuerpos/moléculas de anticuerpo parentales capaces de
reconocer especificamente dos regiones del péptido beta-A4/Abetad/AR/AR4/BA4.

Preferentemente, dicho AB/AB4 (también denominado como AB4 en el contexto de esta invencion) en la etapa (b)
del método anteriormente descrito en el presente documento es AR/AR4 agregado. Dicha inmunoadsorcion se puede
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llevar a cabo (tal como se describe en los ejemplos adjuntos) con severidad de uniéon aumentada. La severidad se
puede incrementar, entre otros, reduciendo la concentracion de ABR/AB4 o elevando la temperatura (ensayo). El
ensayo de la genoteca optimizada por inmunoadsorcion es conocido por los expertos en la técnica y esta descrito en
Kay (1993), loc. cit. Preferentemente, la identificacion en la etapa (c) se lleva a cabo clasificando segun los valores
de Kp mas bajos.

Lo mas preferentemente, dicha identificacion en la etapa (c) se lleva a cabo por clasificacion por k. La clasificacion
por kot €s conocida por los expertos en la técnica y esta descrita en Schier (1996), loc. cit.; Schier (1996), J. Mol.
Biol. 255, 28-43 o Duenas (1996), Mol. Immunol. 33, 279-286. Ademas, la clasificacion por ko esta ilustrada en los
ejemplos adjuntos. La constante de indice off se puede medir como se describe en los ejemplos adjuntos.

Tal como se menciona en el presente documento, se pueden expresar los clones identificados para evaluacion
adicional. La expresion se puede llevar a cabo por métodos conocidos, entre otros, ilustrados en los ejemplos
adjuntos. La expresion puede, entre otros, conducir a fragmentos Fab expresados, scFvs, inmunoglobulinas
biespecificas, moléculas de anticuerpo biespecifico, proteinas de fusion a Fab y/o Fv, o anticuerpos completos,
como IgGs, en particular IgG1.

Anticuerpos optimizados, en particular Fabs optimizados o IgGs optimizados, preferentemente IgG1s, se pueden
ensayar por métodos como los ilustrados en los ejemplos adjuntos. Tales métodos comprenden, pero no se limitan
a, el ensayo de afinidades de union, la determinacion de los valores Kp, analisis pepspot, ensayos ELISA, ensayos
RIA, ensayos CLIA, estudios (inmuno-) histologicos (por ejemplo, tincion de placas de amiloide), ensayos de
despolimerizacion o fagocitosis de $-A4 dependiente de anticuerpo.

En el presente documento se describe un método en el que los anticuerpos optimizados se generan por clonacion
cruzada. Este método también se ilustra en los ejemplos adjuntos y comprende la etapa de combinar regiones CDR
independientemente optimizadas, por ejemplo, combinando H-CDR2 y L-CDR2 independientemente optimizadas de
clones maduros con H-CDR3, preferentemente el mismo H-CDR3.

También se describe un método para la precipitacion de una composicién farmacéutica que comprende las etapas
de:

(a) optimizacién de un anticuerpo segun el método descrito en el presente documento e ilustrado en los ejemplos
adjuntos; y

(b) formulacion del anticuerpo/molécula de anticuerpo optimizado con un vehiculo fisioldgicamente aceptable,
como anteriormente se describié en el presente documento.

Por consiguiente, la invencién también proporciona una composicion farmacéutica preparada por el método descrito
en el presente documento y que comprende ademas moléculas de anticuerpo optimizadas capaces de reconocer
especificamente dos regiones del péptido beta-A4/Abetad/AB/BA4, como se describié anteriormente en el presente
documento.

Secuencias de ejemplo como se enumeran en el presente documento:

SEQ ID NO: 1
AEFRHDSGY
Primera region de péptido 3-A4, “region/epitopo N-terminal”

SEQ ID NO: 2
VHHQKLVFFAEDVG
Segunda region de péptido B-A4, “region/epitopo central/medio”

SEQID NO: 3

Region VH de MS-Roche n° 3 (secuencia de acidos nucleicos)
CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGLCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGC
CTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAG
CTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCGATTAGC
GGTAGCGGCGGCAGCACCTATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTTTACCAT
TTCACGTGATAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGC
GGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTCTTACTCATTATGCTCGTTATTA
TCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC
(SEQIDNO: 3)

SEQ ID NO: 4
Region VH de MS-Roche n° 3 (secuencia de aminoacidos)
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QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGS
GGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLTHYARYYRYF
DVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO : 4)

SEQID NO: 5
Region VH de MS-Roche n° 7 (secuencia de acidos nucleicos)

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGC

CTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAG
CTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCGATTAGC
GGTAGCGGCGGCAGCACCTATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTTACCATT
TCACGTGATAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCG
GAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCCT
TATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTT
AGCTCAGC (SEQ ID NO: 5)

SEQID NO: 6
Region VH de MS-Roche n° 7 (secuencia de aminoacidos)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGS
GGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGKGNTHKPYGY
VRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 6)

SEQIDNO: 7

Region VH de MS-Roche n° 8 (secuencia de acidos nucleicos)
CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGC
CTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAG
CTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCGATTAGC
GCGTAGCGGCGGCAGCACCTATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTTTACCAT
TTCACGTGATAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGC
GGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTCTTCTTTCTCGTGGTTATAATGG
TTATTATCATAAGTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTC
AGC (SEQ ID NO: 7)

SEQID NO: 8
Region VH de MS-Roche n° 8 (secuencia de aminoacidos)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGS
GGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLLSRGYNGYYH
KFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 8)

SEQID NO: 9
Region VL de MS-Roche n° 3 (secuencia de acidos nucleicos)

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC
GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGAGCGTGAGCAGCAGCTATCTGGC
GTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGA
GCAGCCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCAC
GGATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTA
TTGCCAGCAGGTTTATAATCCTCCTGTTACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGA
AATTAAACGTACG (SEQ ID NO: 9)

SEQID NO: 10
Region VL de MS-Roche n° 3 (secuencia de aminoacidos)

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQVYNPPVTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 10)
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SEQ ID NO: 11
Region VL de MS-Roche n° 7 (secuencia de acidos nucleicos)

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC
GTGCGACCCTCGAGCTGCAGAGCGAGCCAGAGCGTGAGCAGCAGCTATCTGGC

GTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGA
GCAGCCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCAC
GGATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTA
TTGCTTTCAGCTTTATTCTGATCCTTTTACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAA
ATTAAACGTACG (SEQ ID NO. 11)

SEQID NO: 12
Region VL de MS-Roche n° 7 (secuencia de aminoacidos)

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCFQLYSDPFTFGQGTKVEIKRT
(SEQ IDNO: 12)

SEQ ID NO: 13
Region VL de MS-Roche n° 8 (secuencia de acidos nucleicos)

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC
GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGAGCGTGAGCAGCAGCTATCTGGC
GTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGA
GCAGCCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCAC
GGATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTA
TTGCCAGCAGCTTTCTTCTTTTCCTCCTACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGA
AATTAAACGTACG (SEQ ID NO: 13)

SEQ ID NO: 14
Region VL de MS-Roche n° 8 (secuencia de aminoacidos)

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQLSSFPPTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO : 14)

SEQ ID NO: 15
CDR3 de region VL de MSR-3 (secuencia de acidos nucleicos)
CAGCAGGTTTATAATCCTCCTGTT (SEQ ID NO: 15)

SEQ ID NO: 16
CDR3 de region VL de MSR-3 (secuencia de aminoacidos)
QQVYNPPV (SEQ ID NO: 16)

SEQ ID NO: 17
CDR3 de region VL de MSR-7 (secuencia de acidos nucleicos)
TTTCAGCTTTATTCTGATCCTTTT (SEQ ID NO: 17)

SEQ ID NO: 18
CDR3 de region VL de MSR-7 (secuencia de aminoacidos)
FQLYSDPF (SEQ ID NO: 18)

SEQID NO: 19
CDR3 de region VL de MSR-8 (secuencia de acidos nucleicos)
CAG CAGCTT TCT TCT TTT CCT CCT (SEQ ID NO: 19)

SEQ ID NO: 20

CDR3 de region VL de MSR-8 (secuencia de aminoacidos)
QQLSSFPP (SEQ ID NO: 20)
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SEQ ID NO: 21
CDR de region VH de MSR-3 (secuencia de acidos nucleicos)
CTTACT CATTAT GCTCGTTATTAT CGTTATTTT GAT GTT (SEQ ID NO: 21)

SEQ ID NO: 22
CDR de region VH de MSR-3 (secuencia de aminoacidos)
LTHYARYYRYFDV (SEQ ID NO: 22)

SEQ ID NO: 23
CDR de region VH de MSR-7 (secuencia de acidos nucleicos)
GGT AAG GGT AAT ACT CAT AAG CCT TAT GGT TAT GTT CGT TAT TTT GAT GTT (SEQ ID NO: 23)

SEQ ID NO: 24
CDR de regiéon VH de MSR-7 (secuencia de aminoacidos)
GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 24)

SEQ ID NO: 25
CDR de region VH de MSR-8 (secuencia de acidos nucleicos)
CTT CTT TCT CGT GGT TAT AAT GGT TAT TAT CAT AAG TTT GAT GTT (SEQ ID NO: 25)

SEQ ID NO: 26
CDR de region VH de MSR-8 (secuencia de aminoacidos)
LLSRGYNGYYHKFDV (SEQ ID NO: 26)

SEQ ID NO: 27 AB4 (aminoacidos 1 a 42)
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA (SEQ ID NO: 27)

SEQ ID NO: 28 cebador
5-GTGGTGGTTCCGATATC-3’ (SEQ ID NO: 28)

SEQ ID NO: 29 cebador
5- AGCGTCACACTCGGTGCGGCTTTCGGCTGGCCAAGAACGGTTA-3’ (SEQ ID NO: 29)

SEQ ID NO: 30 cebador
5-CAGGAAACAGCTATGAC-3' (SEQ ID NO: 30)

SEQ ID NO: 31 cebador
5-TACCGTTGCTCTTCACCCC-3 (SEQ ID NO: 31)

SEQ ID NO: 32 VH de MS-Roche n°3.6H5x3.6L2; ADN; secuencia artificial

CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTC
TGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTG
CGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCTATTTCTGAGTCTG
GTAAGACTAAGTATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGA
TAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATAC
GGCCGTGTATTATTGCGCGCGTCTTACTCATTATGCTCGTTATTATCGTTATTTT
GATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA (SEQ ID NO: 32)

SEQ ID NO: 33: region VH de proteina de MS-Roche n°3.6H5x3.6L2; proteina/1; secuencia artificial

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISESGK
TKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLTHYARYYRYFDV
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 33)

SEQ ID NO: 34 region VH de MS-Roche n°3.6H8x3.6L2; ADN; secuencia artificial
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CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTC
TGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTG
CGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCTATTTCTGAGTATTC
TAAGTTTAAGTATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGAT

AATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACG
GCCGTGTATTATTGCGCGCGTCTTACTCATTATGCTCGTTATTATCGTTATTTTG

ATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA (SEQID NO: 34)

SEQ ID NO: 35 region VH de proteina de MS-Roche n°3.6H8x3.6L2; proteina/1; secuencia artificial

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISEYSK
FKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARLTHYARYYRYFDV
WGQGTLVTVSS (SEQID NO: 35)

SEQ ID NO: 36 region VH de MS-Roche n°7.4H2x7.2L1; ADN; secuencia artificial

CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTC
TGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTG
CGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCTATTAATTATAATGG
TGCTCGTATTTATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGAT
AATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACG
GCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTAT
GTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA
(SEQ ID NO: 36)

SEQ ID NO: 37 region VH de proteina de MS-Roche n°7.4H2x7.2L1; proteina/1; secuencia artificial

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAINYNGA
RIYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGKGNTHKPYGYVRY
FDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 37)

SEQ ID NO: 38 region VH de MS-Roche n°7.9H2x7.12L2; ADN; secuencia artificial

CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTC
TGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTG
CGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCTATTAATGCTGATG
GTAATCGTAAGTATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGA
TAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATAC
GGCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTA
TGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA
(SEQ ID NO: 38)

SEQ ID NO: 39 region VH de proteina de MS-Roche n°7.9H2x7.12L2; proteina/1; secuencia artificial
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QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAINADGN
RKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARGKGNTHKPYGYVR
YFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 39)

SEQ ID NO: 40 region VH de MS-Roche n°7.9H4x7.12L2; ADN; secuencia artificial

CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTC
TGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTG
CGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCTATTAATGCTGTTGG
TATGAAGAAGTTTTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGAT
AATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACG
GCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTAT
GTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA
(SEQ ID NO: 40)

SEQ ID NO: 41 region VH de proteina de MS-Roche n°7.9H4x7.12L2; proteina/1; secuencia artificial

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAINAVGM
KKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGKGNTHKPYGYVR
YFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 41)

SEQ ID NO: 42 region VH de MS-Roche n°7.11H1x7.11L1; ADN; secuencia artificial

CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTC
TGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTG
CGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGGTATTAATGCTGCTG
GTTTTCGTACTTATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGA
TAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATAC
GGCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTA
TGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA
(SEQ ID NO: 42)

SEQ ID NO: 43 region VH de proteina de MS-Roche n°7.11H1x7.11L1; proteina/1; secuencia artificial

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSGINAAGF
RTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGKGNTHKPYGYVR
YFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 43)

SEQ ID NO: 44 region VH de MS-Roche n°7.11H1x7.2L1; ADN; secuencia artificial
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CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTC
TGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTG
CGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGGTATTAATGCTGCTG
GTTTTCGTACTTATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGA
TAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATAC
GGCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTA
TGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA
(SEQ ID NO: 44)

SEQ ID NO: 45 region VH de proteina de MS-Roche n°7.11H1x7.2L1; proteina/1; secuencia artificial

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSGINAAGF
RTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGKGNTHKPYGYVR
YFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 45)

SEQ ID NO: 46 region VL de MS-Roche n°3.6H5x3.6L2; ADN; secuencia artificial

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC

GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGTTTCTTTCTCGTTATTATCTGGCGT
GGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGC

AGCCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGG

ATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTG
CCAGCAGACTTATAATTATCCTCCTACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAAT

TAAACGTACG (SEQ ID NO: 46)

SEQ ID NO: 47 region VL de proteina de MS-Roche n°3.6H5x3.6L2; proteina/1; secuencia artificial

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFLSRYYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQTYNYPPTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 47)

SEQ ID NO: 48 region VL de MS-Roche n°3.6H8x3.6L2; ADN; secuencia artificial

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC

GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGTTTCTTTCTCGTTATTATCTGGCGT
GGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGC

AGCCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGG
ATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTG
CCAGCAGACTTATAATTATCCTCCTACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAAT

TAAACGTACG (SEQ ID NO: 48)

SEQ ID NO: 49 region VL de proteina de MS-Roche n°3.6H8x3.6L2; proteina/1; secuencia artificial
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DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFLSRYYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQTYNYPPTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 49)

SEQ ID NO: 50 region VL de MS-Roche n°7.4H2x7.2L1; ADN; secuencia artificial

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC

GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGTATGTTGATCGTACTTATCTGGCG
TGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAG

CAGCCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACG

GATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATT
GCCAGCAGATTTATTCTTTTCCTCATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAAT
TAAACGTACG (SEQ ID NO: 50)

SEQ ID NO: 51 region VL de proteina de MS-Roche n°7.4H2x7.2L1; proteina/1; secuencia artificial

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQYVDRTYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQIYSFPHTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 51)

SEQ ID NO: 52 region VL de MS-Roche n°7.9H2x7.12L2; ADN; secuencia artificial

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC

GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGCGTTTTTTTTATAAGTATCTGGCGT
GGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTCTGGTTCTTCTA

ACCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGA

TTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTGC
CTTCAGCTTTATAATATTCCTAATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAATTA

AACGTACG (SEQ ID NO: 52)

SEQ ID NO: 53 region VL de proteina de MS-Roche n°7.9H2x7.12L2; proteina/1; secuencia artificial

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQRFFYKYLAWYQQKPGQAPRLLISGSSNRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQLYNIPNTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 53)

SEQ ID NO: 54 region VL de MS-Roche n°7.9H4x7.12L2; ADN; secuencia artificial

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC

GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGCGTTTTTTTTATAAGTATCTGGCGT
GGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTCTGGTTCTTCTA

ACCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGA

TTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTGC
CTTCAGCTTTATAATATTCCTAATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAATTA

AACGTACG (SEQ ID NO: 54)
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SEQ ID NO: 55 region VL de proteina de MS-Roche n°7.9H4x7.12L2; proteina/1; secuencia artificial

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQRFFYKYLAWYQQKPGQAPRLLISGSSNRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQLYNIPNTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 55)

SEQ ID NO: 56 region VL de MS-Roche n°7.11H1x7.11L1; ADN; secuencia artificial

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC
GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGCGTATTCTTCGTATTTATCTGGCG

TGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAG

CAGCCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACG
GATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATT
GCCAGCAGGTTTATTCTCCTCCTCATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAA
TTAAACGTACG (SEQ ID NO: 56)

SEQ ID NO: 57 region VL de proteina de MS-Roche n°7.11H1x7.11L1; proteina/1; secuencia artificial

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQRILRIYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRAT
GVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQVYSPPHTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 57)

SEQ ID NO: 58 region VL de MS-Roche n°7.11H1x7.2L1; ADN; secuencia artificial

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAAC
GTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGTATGTTGATCGTACTTATCTGGCG

TGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAG
CAGCCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACG

GATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATT
GCCAGCAGATTTATTCTTTTCCTCATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAAT
TAAACGTACG (SEQ ID NO: 58)

SEQ ID NO: 59 region VL de proteina de MS-Roche n°7.11H1x7.2L1; proteina/1; secuencia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQYVDRTYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA

TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQIYSFPHTFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 59)

SEQ ID NO: 60 region HCDR3 de MS-Roche n°3.6H5x3.6L2; ADN; secuencia artificial
CTTACTCATTATGCTCGTTATTATCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID NO: 60)

SEQ ID NO: 61 region HCDRS3 de proteina de MS-Roche n°3.6H5x3.6L2; proteina/1; secuencia artificial
LTHYARYYRYFDV (SEQ ID NO: 61)

SEQ ID NO: 62 region HCDR3 de MS-Roche n°3.6H8x3.6L2; ADN; secuencia artificial
CTTACTCATTATGCTCGTTATTATCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID NO: 62)

SEQ ID NO: 63 region HCDR3 de proteina de MS-Roche n°3.6H8x3.6L2; proteina/1; secuencia artificial
LTHYARYYRYFDV (SEQ ID NO: 63)
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SEQ ID NO: 64 region HCDR3 de MS-Roche n°7.4H2x7.2L1; ADN; secuencia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID NO: 64)

SEQ ID NO: 65 region HCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.4H2x7.2L1; proteina/1; secuencia artificial
GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 65)

SEQ ID NO: 66 region HCDR3 de MS-Roche n°7.9H2x7.12L2; ADN; secuencia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID NO: 66)

SEQ ID NO: 67 region HCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.9H2x7.12L2; proteina/1; secuencia artificial
GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 67)

SEQ ID NO: 68 region HCDR3 de MS-Roche n°7.9H4x7.12L2; ADN; secuencia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID NO: 68)

SEQ ID NO: 69 region HCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.9H4x7.12L2; proteina/1; secuencia artificial
GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 69)

SEQ ID NO: 70 region HCDR3 de MS-Roche n°7.11H1x7.11L1; ADN; secuencia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID NO: 70)

SEQ ID NO: 71 region HCDRS3 de proteina de MS-Roche n°7.11H1x7.11L1; proteina/1; secuencia artificial
GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 71)

SEQ ID NO: 72 region HCDR3 de MS-Roche n°7.11H1x7.2L1; ADN; secuencia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID NO: 72)

SEQ ID NO: 73 region HCDRS3 de proteina de MS-Roche n°7.11H1x7.2L1; proteina/1; secuencia artificial
GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 73)

SEQ ID NO: 74 region LCDR3 de MS-Roche n°3.6H5x3.6L2; ADN; secuencia artificial
CAGCAGACTTATAATTATCCTCCT (SEQ ID NO: 74)

SEQ ID NO: 75 region LCDR3 de proteina de MS-Roche n°3.6H5x3.6L2; proteina/1; secuencia artificial
QQTYNYPP (SEQ ID NO: 75)

SEQ ID NO: 76 region LCDR3 de MS-Roche n°3.6H8x3.6L2; ADN; secuencia artificial
CAGCAGACTTATAATTATCCTCCT (SEQ ID NO: 76)

SEQ ID NO: 77 region LCDR3 de proteina de MS-Roche n°3.6H8x3.6L2; proteina/1; secuencia artificial
QQTYNYPP (SEQ ID NO: 77)

SEQ ID NO: 78 region LCDR3 de MS-Roche n°7.4H2x7.2L1; ADN; secuencia artificial
CAGCAGATTTATTCTTTTCCTCAT (SEQ ID NO: 78)

SEQ ID NO: 79 region LCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.4H2x7.2L1; proteina/1; secuencia artificial
QQIYSFPH (SEQ ID NO: 79)

SEQ ID NO: 80 region LCDR3 de MS-Roche n°7.9H2x7.12L2; ADN; secuencia artificial
CTTCAGCTTTATAATATTCCTAAT (SEQ ID NO: 80)

SEQ ID NO: 81 region LCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.9H2x7.12L2; proteina/1; secuencia artificial
LQLYNIPN (SEQ ID NO: 81)

SEQ ID NO: 82 region LCDR3 de MS-Roche n°7.9H4x7.12L2; ADN; secuencia artificial
CTTCAGCTTTATAATATTCCTAAT (SEQ ID NO: 82)

SEQ ID NO: 83 region LCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.9H4x7.12L2; proteina/1; secuencia artificial
LQLYNIPN (SEQ ID NO: 83)

SEQ ID NO: 84 region LCDR3 de MS-Roche n°7.11H1x7.11L1; ADN; secuencia artificial
CAGCAGGTTTATTCTCCTCCTCAT (SEQ ID NO: 84)

SEQ ID NO: 85 region LCDRS3 de proteina de MS-Roche n°7.11H1x7.11L1; proteina/1; secuencia artificial
QQVYSPPH (SEQ ID NO: 85)
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SEQ ID NO: 86 region LCDR3 de MS-Roche n°7.11H1x7.2L1; ADN; secuencia artificial
CAGCAGATTTATTCTTTTCCTCAT (SEQ ID NO: 86)

SEQ ID NO: 87 region LCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.11H1x7.2L1; proteina/1; secuencia artificial
QQIYSFPH (SEQ ID NO: 87)

SEQ ID NO: 88 region VH de MS-Roche n°7.9H7; ADN; secuencia artificial

Caggtgcaattggtggaaagcggeggeggectggtgeaaccgggeggeagectgegtetgagetgegeggecte
cggatttacctttagcagctatgcgatgagetgggtgecgecaagecectgggaaggatetcgagtgggtgagegcetat

taatgcttctggtactcgtacttattatgctgattctgttaagggtegttttaccatttcacgtgataaticgaaaaacaccctg

tatctgcaaatgaacagcctgegtgcggaagatacggecgtgtattattgecgegegtggtaagggtaatactcataag

ccttatggttatgttcgttattttgatatttogggecaaggeaccecetggtgacggttagetca (SEQ ID NO: 88)

SEQ ID NO: 89 region VH de proteina de MS-Roche n°7.9H7; proteina/1; secuencia artificial

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAINAS
GTRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGKGNTHKPYGY
VRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 89)

SEQ ID NO: 90 region VL de MS-Roche n°7.9H7; ADN; secuencia artificial

Gatategtgctgacccagageccggegacectgagectgtctccgggegaacgtgegaccctgagetgcagageg

agccagagcgtgagcagcagctatctggegtggtaccagcagaaaccaggtcaagcaccgegtctattaatttatg

gcgcgagceagcecgtgeaactggggtececggegegttttageggcetctggateccggeacggattttacectgaccatta

gcagcctggaacctgaagactttgegacttattattgecticagatttataatatgectattacctttggccagggtacgaa
agttgaaattaaacgtacg (SEQ ID NO: 90)

SEQ ID NO: 91 region VL de proteina de MS-Roche n°7.9H7; proteina/1; secuencia artificial

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRA
TGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCLQIYNMPITFGQGTKVEIKRT
(SEQ ID NO: 91)

SEQ ID NO: 92 region HCDR3 de MS-Roche n°7.9H7; ADN; secuencia artificial
Ggtaagggtaatactcataagccttatggttatgttcgttattttgatgtt (SEQ ID NO: 92)

SEQ ID NO: 93 region HCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.9H7; proteina/1; secuencia artificial
GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 93)

SEQ ID NO: 94 region LCDR3 de MS-Roche n°7.9H7; ADN; secuencia artificial
Cttcagatttataatatgcctatt (SEQ ID NO: 94)

SEQ ID NO: 95 region LCDR3 de proteina de MS-Roche n°7.9H7; proteina/1; secuencia artificial
LQIYNMPI (SEQ ID NO: 95)

Secuencias ilustrativas adicionales se representan en el listado de secuencia adjunto y también se muestran en las
tablas adjuntas, en particular en las tablas 1, 8 y 10.

Las Figuras muestran:

Figura 1.

Compendio de secuencia de la genoteca HUCAL®-Fab1. La numeracién segun VBASE excepto el
hueco (gap) en la posicion 9 de VLA. En VBASE el hueco se fija en la posicion 10 (Chothia y col.,
1992). En el compendio de secuencia todos los residuos CDR3 que se mantienen constantes estan
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Figura 2

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5:

Figura 6

Figura 7:

ES 2 590 684 T3

indicados. Se pueden encontrar secuencias correspondientes empleadas para la genoteca HuCAL-
Fab1 en el listado de secuencia adjunto.

A: secuencia de aminoacidos
B: secuencia de ADN.

vector pMORPH®18_Fab de manifestacion de Fab. Mapeado del vector y secuencia de ADN
incluyendo los sitios de restriccion.

Vector pMORPH®x9_Fab de expresion de Fab. Mapeado del vector y secuencia de ADN incluyendo
los sitios de restriccion.

Secuencias de los fragmentos Fab parentales MS-Roche-3, MS-Roche-7 y MS-Roche-8

A: secuencia de aminoacidos
B: secuencia de ADN

inmunofluorescencia indirecta de placas de amiloide de una seccion de criostato de cortex temporal
humano. Las placas se marcaron con MS-R N° 3.2 Fab (paneles superiores) y MS-R N° 7.4 Fab
(paneles inferiores) a 20 y/ml (paneles de la izquierda) y 5 pg/ml (paneles de la derecha) bajo
condiciones de bloqueo estricto. El MS-R Fab unido se reveld mediante anti-Cy3 humano de cabra.

inmunofluorescencia indirecta de placas de amiloide de una seccién de criostato de cortex temporal
humano. Las placas se marcaron con MS-R N° 3.3 IgG1 (paneles superiores) y MS-R N° 7.12 I1gG1
(paneles inferiores) a 0,05 pug/ml (paneles de la izquierda) y 0,01 pug/ml (paneles de la derecha) bajo
condiciones de bloqueo estricto. El anticuerpo MS-R I1gG1 unido se revel6 mediante anti-(H+L)-Cy3
humano de cabra.

inmunofluorescencia indirecta de placas de amiloide de una seccion de criostato de cortex temporal
humano usando anticuerpos después de la maduracion por afinidad final. Las placas se marcaron con
MS-R N° 7.9H7 IgG1 (MAB 31, panel superior), MS-R N° 7.11H1x7.2L1 IgG1 (MAB 11, panel medio) y
MS-R N° 3.4H7 (panel inferior). Los anticuerpos se usaron a 0,05 pug/ml (paneles de la izquierda) y
0,01 pg/ml (paneles de la derecha) bajo condiciones de bloqueo estricto. El anticuerpo MS-R 1gG1
unido se revel6 mediante anti-(H+L)-Cy3 humano de cabra. Escala: 8,5 mm = 150 pm.

Figura 8: Ensayo de polimerizacién. Los anticuerpos anti-AB previenen la incorporacion de AP biotinilado en

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

agregados A preformados.

Ensayo de despolimerizacién. Los anticuerpos anti- A inducen la liberacién de AR biotinilado de AB
agregado.

La decoracion in vivo de las placas de amiloide en un raton transgénico doble por APP/PS2 después
de la inyeccion intravenosa de 1 mg de MS-Roche I1gG N° 7.9H2x7.12L2. Después de tres dias el
ratéon se perfundié con solucion salina tamponada con fosfato y se sacrificd. La presencia de IgG
humano unido a placas de amiloide se reveld por microscopia confocal después de marcar secciones
de criostato del cortex frontal con un anti-conjugado IgG-Cy3 humano de cabra (panel B). La misma
seccion se sometid a contraste con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-Abeta (conjugado BAP-2-
Alexa488, panel A) para visualizar la posicion de las placas de amiloide. Se muestran los canales
individuales rojo (panel B) y verde (panel A), las sefiales de imagen fusionadas (panel D) y
colocalizadas (panel C). Escala: 1 cm = 50 pm.

La decoracion in vivo de las placas de amiloide en un raton transgénico doble por APP/PS2 después
de la inyeccion intravenosa de 1 mg de MS-Roche IgG N° 7.9H4x7.12L2. Las condiciones
experimentales y el procedimiento de tincion eran idénticos a los descritos en la leyenda de la figura
10. Escala: 1,6 = 50 um.

La decoracion in vivo de las placas de amiloide en un raton transgénico doble por APP/PS2 después
de la inyeccion intravenosa de 1 mg de MS-Roche IgG N° 7.11H1x7.2L1 (MAB). Las condiciones
experimentales y el procedimiento de tincion eran idénticos a los descritos en la leyenda de la figura
10. Escala: 1,4 =70 um.

La decoracion in vivo de las placas de amiloide en un raton transgénico doble por APP/PS2 después
de la inyeccion intravenosa de 2 mg de MS-Roche IgG N° 7.9H7 (MAB 31) en el dia 0, 3 y 6. Después
de nueve dias el ratdon se perfundié con solucion salina tamponada con fosfato y se sacrificd. La
presencia de IgG humano unido a placas de amiloide se reveld por microscopia confocal después de
marcar secciones de criostato del cortex frontal con un anti-conjugado 1gG-Cy3 humano de cabra
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(panel B). La misma seccion se sometid a contraste con un anticuerpo monoclonal de raton anti-Abeta
(conjugado BAP-2-Alexa488, panel A) para visualizar la posicién de las placas de amiloide. Se
muestran los canales individuales rojo (panel B) y verde (panel A), las sefiales de imagen fusionadas
(panel D) y colocalizadas (panel C). Escala: 1,6 cm = 80 ym (paneles A, B, C); 1,0 cm = 50 ym (panel
D).

Figura 14: La decoracion in vivo de las placas de amiloide en un raton transgénico doble por APP/PS2 después
de inyeccion intravenosa de 2 mg de MS-Roche IgG N° 7.11H1x7.2L1 (MAB 11) en el dia 0, 3y 6. Las
condiciones experimentales y el procedimiento de tinciéon eran idénticos a los descritos en la leyenda
de la figura 13. Escala: 1,6 cm = 80 pm.

Figura 15: analisis de unién de anticuerpos anti-AR a APP de superficie celular. La unién del anticuerpo a células
HEK293 sometidas a transfeccion con APP y células control no sometidas a transfeccion se analizé
por citometria de flujo.

Los ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1: Construccion y Cribado de una genoteca de anticuerpo combinatorio humano (HUCAL®-Fab1)
Clonacién de HUCAL®-Fab1

HuCAL®-Fab1 es una genoteca de anticuerpo humano modular completamente sintético en el formato de fragmento
de anticuerpo Fab. El HUCAL®-Fab1 se ensamblé comenzando desde una genoteca de anticuerpo en el formato de
cadena simple (HUCAL®-scFv; Knappik, (2000), J. Mol. Biol. 296, 57-86).

Posiciones 1y 2 de VA. Los genes maestros de HUCAL® originales se construyeron con sus auténticos terminales
N: VLA1: QS (CAGAGC), VLA2: QS (CAGAGC) Y VLA3: SY (AGCTAT). Las secuencias que contienen estos
aminoacidos se muestran en el documento WO 97/08320. Durante la construccion de la genoteca HUCAL®, los dos
primeros aminoacidos se cambiaron a DI para facilitar la clonacion de la genoteca (sitio EcoR/). Todas las genotecas
HuCAL® contienen genes VLA con el sitio EcoRV GATATC (DI) en el extremo 5. Todos los genes kappa de
HuCAL® (genes maestros y todos los genes en la genoteca) contienen DI en el extremo 5’ (figura 1Ay B).

Posicion 1 de VH: Los genes maestros de HUCAL® originales se construyeron con sus auténticos terminales N:
VH1A, VH1B, VH2, VH4 y VH6 con Q (=CAG) como el primer aminoacido y VH3 y VH5 con E (=GAA) como el
primer aminoacido. Las secuencias que contienen estos aminoacidos se muestran en el documento WO 97/08320.
Durante la clonacion de la genoteca HUCAL®-Fab1, el aminoacido en la posicién 1 de VH se cambié a Q (CAG) en
todos los genes VH (figura 1A'y B).

Disefio de las genotecas CDR

Posicion 85 de Vk1/Vk3. Debido al procedimiento de mutagénesis por casete usada para introducir la genoteca de
CDR3 (Knappik, (2000), loc. cit.), la posicion 85 de Vk1 y Vk3 puede ser o bien T o V. Asi, durante la construccion de
la genoteca HUCAL®-scFv1, la posicion 85 de Vk1 y Vk3 se varid tal como sigue: Vk1 original, 85T (codon ACC);
genoteca de Vk1, 85T u 85V (codones TRIM ACT o GTT); Vk3 original, 85V (codon GTG); genoteca Vk3, 85T o 85V
(codones TRIM ACT o GTT); lo mismo se aplica a HuUCAL®-Fab1.

Disefio de CDR3. Todos los residuos CDR3, que se mantuvieron constantes, estan indicados en la figura 1A'y B.

Longitud de CDRS3. La distribucion en longitud de CDR3 disefiada es como sigue. Los residuos, que se variaron se
muestran entre paréntesis (x) en la figura 1. CDR3 de V kappa, 8 residuos de aminoacidos (posicién 89 a 96)
(ocasionalmente 7-10 residuos), con Q89, S90 y D92 fijados; y VH CDR3, 5 a 28 residuos de aminoacidos (posicion
95 a 102) (ocasionalmente 4-28) con D101 fijado.

HuCAL®-Fab1 se clond en un vector de expresion fagémido pMORPH®18_Fab1 (figura 2). Este vector comprende
el fragmento Fd con una secuencia sefial phoA fusionada en el terminal C a una proteina de gen Ill truncada de fago
filamentoso, y comprende ademas la VL-CL de cadena ligera con una secuencia sefial ompA. Ambas cadenas estan
bajo el control del operén lac. Los dominios constantes CA Ck y CH1 son genes sintéticos completamente
compatibles con el sistema modular de HUCAL® (Knappik, (2000), loc. cit.).

La cadena completa de VH (fragmento Munl/Styl) se reemplazé con un fragmento patron (dummy) de 1.205 pb que
contiene la unidad de transcripcion de B-lactamasa (bla), faciltando de ese modo etapas posteriores para la
preparacion del fragmento vector y permitiendo la seleccion de la completa separaciéon de VH.

Después del reemplazo de VH, se separé VLA por EcoRl/Drall y VLk por EcoRI/BsIWI y se reemplazaron con el
fragmento de gen de fosfatasa alcalina bacteriana (bap) (1.420 pb).
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Como la variabilidad de las cadenas ligeras es menor que la de las cadenas pesadas, se empezé la clonaciéon con
las genotecas de la cadena ligera. Las genotecas de la cadena ligera VLA y VLk diversificadas en L-CDR3, que se
generaron para la genoteca de HUCAL®-scFv (Knappik, (2000), loc. cit.), también se usaron para la clonacion de
HuCAL®-Fab1 En el caso de A consistian en A1-, A2- y A3-HUCAL®-region estructural y tenian una variabilidad total
de 5.7x10°. Fragmentos VLA se amplificaron mediante 15 ciclos de PCR (Pwo-polimerasa) con cebadores 5'-
GTGGTGGTTCCGATATC-3 (SEQ ID NO: 28) y 5-
AGCGTCACACTCGGTGCGGCTTTCGGCTGGCCAAGAACGGTTA-3' (SEQ ID NO: 29). Los productos de PCR se
digirieron con EcoRV/Drall y se purificaron con gel. En el caso de la genoteca de VLA, se separé el bap-dummy por
EcoRV/Drall del vector de la genoteca. Se ligaron 2 ug del vector gel purificado con un exceso de 3 veces molar de
cadenas de VLA durante 16 h a 16°C, y las mezclas de ligacion se sometleron a electroporizacién en 800 pl de
células TOP10F de E. coli (Invitrogen), produciendo todo junto 4.1 x 108 colonias independientes. Los transformantes
se amplificaron aproximadamente 2.000 veces en 2 x YT/glucosa al 1 %/34 pg/ml de cloranfenicol/100 ug/ml de
ampicilina, se recogieron y se almacenaron en glicerol al 20 % (p/v) a -80 °C.

Las genotecas k comprenden los genes maestros de HUCAL® de k1, k2, k3 y k4 con una variabilidad total de 5,7 x
10°. Las cadenas de VLk se obtuvieron por dlgestlon por restriccion con EcoRV/BsiWI y se purificd con gel. En el
caso de la genoteca VLk, el bap-dummy se separ6 por el EcoRV/BsiWI del vector de la genoteca. 2 ug del vector gel
purificado se mezclaron con un exceso de 5 veces molar de cadenas de VLk. La ligacion y la transformacion en las
células TOP10F de E. coli (Invitrogen) se realizaron como se describe para las cadenas de VLA, produciendo todo
junto 1,6 x 10® colonias independientes.

Se preparo el ADN de las dos genotecas de cadena ligera y el bla-dummy se separé por Munl/Styl, generando de
ese modo los dos vectores para la insercion de las subgenotecas de VH. Las genotecas de VH de HUCAL®-scFv se
usaron para la generacion de HUCAL®-Fab1. Las genotecas de VH de HuCAL®-scFv consisten en los genes
maestros VH1A/B-6 diversificados con dos casetes de genoteca de trinucleétidos de VH-CDR3 que difieren en
longitud de CDR3 por separado, y cada genoteca de VH combinada con la genoteca de VLk y con la de VLA. Para la
generacion de HUCAL®-Fab1 se preparé ADN de estas genotecas de VH conservando la variabilidad original. El
ADN se digirié con MunlIStyly se purifico con gel. Un exceso de 5 veces molar de las cadenas de VH se ligaron con
3 ug del vector de la genoteca de VLA y con 3 u del vector de la genoteca de VLA durante 4 h a 22°C. Las mezclas
de ligacion se sometieron a electroporamon para cada vector en 1.2000 pl de células TOP10F de E. coli (Invitrogen),
produciendo todo junto 2,1 x 10" colonias independientes. Los transformantes se amplificaron aproximadamente
4.000 veces en 2 x YT/glucosa al 1%/34 pg/ml de cloranfenicol/10 pg/ml de tetraciclina, se recogieron y se
almacenaron en glicerol al 20 % (p/v) a -80 °C.

Como control de calidad la cadena ligera y la cadena pesada de los clones sencillos se secuenciaron con 5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3' (SEQ ID NO: 30) y 5-TACCGTTGCTCTTCACCCC-3' (SEQ ID NO: 31),
respectivamente.

Rescate del fagomido, amplificacién y purificacion del fago.

Se amplific6 HUCAL®-Fab1 en medio 2 x TY que contenia 34 ug de cloranfenicol, 10 ug/ml de tetraciclina y glucosa
al 1 % (2 x TY-CG). Después de la infeccion por fago ayudante (VCSM13) a 37 °C a una DOgoo de aproximadamente
0,5, centrifugacion y resuspension en 2 x TY/ 34 ug/ml de cloranfenicol/ 50 pug/ml de kanamicina, las células se
dejaron crecer durante la noche a 30 °C. El fago se precipité con PEG desde el sobrenadante (Ausubel, (1998),
Current protocols in molecular biology. John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, EEUU), se resuspendieron en
PBS/glicerol al 20% y se almacenaron a -80 °C. La amplificacion del fago entre dos rondas de inmunoadsorcion se
condujeron tal como sigue: las células TG1 de la fase logaritmica media se infectaron con fago eluido y se colocaron
en placa sobre agar LB complementado con 1 % de glucosa y 34 pg/ml de cloranfenicol. Después de incubacion
durante toda la noche a 30 °C, las colonias se desecharon, se ajustaron a una DOgg de 0,5 y se afiadioé fago
ayudante como se describid anteriormente.

Ejemplo 2: inmunoadsorcion de la fase sélida

Se recubrieron pocillos de placas de microtitulaciéon Maxi Sorp™ F96 (Nuc) con 100 pl de péptido AR (1-40) humano
2,5 uM (Bachem) disueltos en TBS que contenia NaNs (0,05 % v/v) y la placa sellada se incub6 durante 3 dias a 37
°C donde el péptido es propenso a agregarse sobre la placa. Después del bloqueo con leche secada sin grasa al 5
% en TBS, se afadieron 1-5 x 10'2 fagos de HUCAL®-Fab purificados como anteriormente durante 1 hora a 20 °C.
Después de diversas etapas de lavado, los fagos unidos se eluyeron mediante elucién por pH con NaCl 500 mM,
glicina 100 mM pH 2,2 y neutralizacion posterior con TRIS-CI 1 M pH 7. Se realizaron tres rondas de
inmunoadsorcién con amplificacién de fago conducida entre cada ronda como se describid anteriormente, la
severidad del lavado se incrementé de ronda en ronda.

Ejemplo 3: Subclonacion de fragmentos Fab seleccionados para expresion

Se subclonaron los insertos codificadores de Fab de los fragmentos HUCAL®-Fab seleccionados en el vector de
expresion pMORPH®x7_FS para facilitar la rapida expresion de Fab soluble. La preparacion de ADN de los clones
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de HUCAL®-Fab seleccionados se digirieron con Xbal/EcoRI, cortando asi el inserto codificador de Fab (ompA-VL y
phoA-Fd). La subclonacion de los insertos purificados en el vector pMORPH®x7 cortado con Xbal/EcoRl, llevandose
a cabo previamente un inserto de scFv, conduce a un vector de expresiéon Fab denominado pMORPH®x7_Fab1
(figura 3). Los Fabs expresados en este vector lleva dos etiquetas C-terminales (FLAG y Strep) para la deteccion y
purificacion.

Ejemplo 4: Identificacion de los fragmentos Fab de unién a AB por ELISA

Se recubrieron pocillos de placas de microtitulacion Maxisorp™ F384 (Nuc) con 20 pl de péptido AB (1-40) humano
2,5 uM (Bachem) disueltos en TBS que contenia NaN3 (0,05 % v/v) y la placa sellada se incub6 durante 3 dias a 37
°C, donde el péptido es propenso a agregarse sobre la placa. La expresion de Fab individual se indujo con IPTG 1
mM durante 16 h a 22 °C. El Fab soluble se extrajo de E. coli por lisis BEL (acido borico, NaCl, EDTA y lisozima que
contiene tampdn pH 8) y se usé en un ensayo ELISA. El fragmento Fab se detecté con un anticuerpo anti-Fab de
cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Dianova/Jackson Immuno Research). Después de excitacion a 340 nm se
leyd la emision a 535 nm después de la adicion del sustrato de fluorescencia AttoPhos (Roche Diagnostics).

Ejemplo 5: Optimizacion de fragmentos de anticuerpo

Para optimizar la afinidad de unién de los fragmentos de anticuerpo de union a AR seleccionados, algunos de los
fragmentos Fab, MS-Roche-3 (MSR-3), MS-Roche-7 (MSR-7) y MS-Roche-8 (MSR-8) (figura 4), se usaron para
construir una genoteca de fragmentos de anticuerpo Fab reemplazando la cadena VLk3 parental mediante el acervo
de todas las cadenas kappa k1-3 diversificadas en CDR3 de la genoteca HUCAL® (Knappik y col., 2.000).

Los fragmentos Fab MS-Roche-3, 7 y 8 se clonaron por Xbal/EcoRI de pMORPH®x9_FS en pMORPH®18, un
vector basado en fagémido para manifestacion por fago de fragmentos Fab, para generar pMORPH®18 Fab1
(figura 2). Se clond un acervo de cadena kappa en pMORPH®18_Fab1 por los sitios de restriccion Xbal/Sphl.

La genoteca de optimizacion de Fab resultante se somete a cribado por inmunoadsorcion frente a péptido A (1-40)
humano agregado revestido con un soporte so6lido como se describe en el ejemplo 2.

Los clones optimizados se identificaron mediante clasificacion por ko en un ensayo Biacore como se describe en el
Ejemplo 8. Los clones optimizados MS-Roche-3.2, 3.3, 34, 3.6, 7.2, 7.3, 7.4, 79, 7.11, 7.12, 8.1, 8.2, se
caracterizaron mas y mostraron afinidad y actividad biolégica mejorada en comparacion con el fragmento de partida
MS-Roche-3, MS-Roche-7 y MS-Roche-8 (figura 4). Las CDRs enumeradas se refieren al gen de anticuerpo basado
en consenso HUCAL® VH3kappa3. El fragmento Fab MS-Roche-7.12 se obtuvo clonando la HCDR3 del clon
parental MS-R 7 en un genoteca HUCAL®-Fab, que porta diversidad en todas las 6 regiones CDR usando un
procedimiento de disefio idéntico al de los casetes de CDR3 descrito en Knappik y col., 2000. Los casetes de
genoteca se disefiaron fuertemente sesgados para la distribucion natural conocida de aminoacidos y siguiendo el
concepto de las conformaciones de CDR candnicas establecidas por Allazikani (Allazikani y col., 1997). Sin
embargo, a diferencia de los genes maestros de HUCAL®, el clon MS-Roche 7.12 contiene el aminoacido S en la
posicion 49 de la cadena VL (véase la tabla adjunta 1).

Los Fabs optimizados después de la primera ronda de maduracién por afinidad mostraron caracteristicas mejoradas
sobre los clones MS-Roche-3, MS-Roche-7 y MS-Roche-8 de partida (Figura 4). Las afinidades de union de los Fabs
madurados a AB1-40 y AB1-42 se incrementaron significativamente produciendo valores Kp en el intervalo de 22-240
nM en comparacion con 850-1.714 nM de los clones parentales (Tabla 3). El analisis de inmunohistoquimico de las
placas de amiloide en secciones de cerebro con AD humano también mostré un perfil de tincién significativamente
incrementado de los clones madurados, es decir, se obtuvieron mejores relaciones de sefial y ruido de fondo y se
detecto tincion de placa positiva a concentraciones relativamente bajas de los Fabs madurados (Figura 5).

Para mas optimizacion, las regiones VH CDR2 y las regiones VL CDR1 de un conjunto de fragmentos de anticuerpo
derivados de MS-Roche-3, -7, y -8 optimizados con L-CDR3 (tabla 1; figura 4) se optimizaron mediante mutagénesis
de casete usando mutagénesis dirigida a trinucleétido (Virnekas y col., 1994). Por lo tanto, se construyeron un
casete de HCDR2 basado en trinucleétido y un casete de LCDR1 basado en trinucleétido usando un procedimiento
de disefio idéntico al de los casetes de CDR3 descrito en Knappik y col., 2000. Los casetes de genoteca se
disefiaron fuertemente sesgados para la distribucion natural conocida de aminoacidos y siguiendo el concepto de las
conformaciones de CDR canonicas establecidas por Allazikani (Allazikani y col., 1997). El protocolo usado para la
optimizacion de los fragmentos de anticuerpo seleccionados iniciales mimetizarian el proceso de maduracion por
afinidad mediante hipermutacion somatica observada durante la respuesta inmune natural.

Las genotecas resultantes se someten a cribado por separado tal como se describié anteriormente conduciendo a
clones optimizados o bien en la regiéon H-CDR2 o en la L-CDR1. Todos los clones se identificaron como
anteriormente por un ket mejorado hacia fibras AB1-40 después de una clasificacion por ko en el Biacore y
mostraron afinidad mejorada o bien para AR1-40 o AB-42 o ambos cuando se compararon con el correspondiente
clon parental (Tabla 3). La Tabla 1 contiene las caracteristicas de secuencia parentales, asi como las secuencias de
los clones optimizados. Las CDRs enumeradas se refieren al gen de anticuerpo basado en el consenso de HUCAL®
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VH3kappa3.

Por ejemplo, la afinidad del Fab parental MS-Roche-7 hacia AB1-40 se mejoré unas 35 veces desde 1.100 nM a 31
nM después de optimizacion con LCDR3 (MS-Roche-7.9) y se mejoré mas a 5 nM después de optimizacion con H-
CDR2 (MS-Roche-7.9H2) como se ilustra en la Tabla 3.

El procedimiento de optimizacion con HCDR2 y LCDR1 no solamente incrementé la afinidad sino también dio como
resultado para algunos de los clones una tincion significativamente mejorada de placas de amiloide en la seccion de
cerebro con AD, como particularmente se ve con MS-Roche 7.9H2 y 7.9H3.

Tabla 1
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Ejemplo 6
Construccion de vectores de expresion de inmunoglobulina de HUCAL®

Clonacion de cadena pesada. El sitio de clonacién multiple de pcDNA3.1+ (Invitrogen) se separd (Nhel/Apal), y se
insertd una region de relleno (stuffer) compatible con los sitios de restriccion usados para el disefio de HUCAL® para
la ligacion de las secuencias lider (Nhel/EcoRl), dominios de VH (Munl/), y las regiones constantes de
inmunoglobulina (BIpl/IApal). La secuencia lider (EMBL 83133) se equipd con una secuencia Kozak (Kozak, 1997).
Las regiones constantes de la IgG humana (PIR A02146), IgG4 (EMBL K01316), e IgA1 de suero (EMBL J00220) se
analizaron minuciosamente en los oligonucleétidos de superposicion con longitud de aproximadamente 70 bases. Se
introdujeron mutaciones silenciosas para separar los sitios de restriccion no compatibles con el disefio HUCAL®. Los
oligonucledtidos se sometieron a corte y empalme por PCR de extensién por superposicion.

Durante la subclonacion de Fab en IgG, se cortd la secuencia de ADN de VH del Fab por Mfel/Bipl y se ligo en el
vector de IgG abierto por EcoRI/bopl. Eco | (glaattc) y Mfe | (claattg) comparten extremos cohesivos compatibles
(aatt) y la secuencia de ADN del sitio Mfel original en los cambios de Fab: c/aattg a: g/aattg después de ligacion en
el vector de expresion de IgG, destruyendo de ese modo tanto el sitio Mfel como EcoRI, conduciendo asi también a
un cambio de aminoacido de Q (codoén: caa) a E (coddn: gaa).

Clonacién de cadena ligera. El sitio de clonacion multiple de pcDNA3.1/Zeo+ (Invitrogen) se reemplazé por dos
regiones de relleno diferentes. La region de relleno de k proporcion6 sitios de restriccion para la insercion de un lider
de k (Nhel/EcoRV), dominios de Vk de HuCAL®-scFv (EcoRV/BsiWI), y la region constante de cadena k
(BsiWl/Apal). Los correspondientes sitios de restriccion en la region de relleno de A eran Nhel/EcoRV (A-lider),
EcoRV/Hpal (dominios de VA), y Hpal/Apal (region constante de cadena A). El lider de k (EMBL Z00022) asi como el
lider de A (EMBL J00241) ambos se equiparon con secuencias Kozak. Las regiones constantes de la cadena k
(EMBL L00241) y la cadena A humana (EMBL M18645) se ensamblaron mediante PCR de extension por
superposicién como se describié anteriormente.

Generacion de células CHO que expresan IgG. Las células CHO-K1 se sometieron a transfeccion conjunta con una
mezcla equimolar de vectores de expresion de cadena pesada y ligera de IgG. Se seleccionaron transfectados
doblemente resistentes con 600 pg/ml de G418 y 300 pg/ml de Zeocin (Invitrogen) seguido de dilucién limitante. Se
valoré la expresion de IgG en el sobrenadante de clones simples mediante ELISA de captura. Los clones positivos
se desarrollaron en medio RPMI-1640 complementado con IgG-FCS ultra bajo al 10 % (Life Technologies). Después
de ajustar el pH del sobrenadante a 8,0 y la filtracion estéril, la solucion se sometié a cromatografia en columna de
proteina A estandar (Poros 20 A, PE Biosystems).

Ejemplo 7: Analisis Pepspot con decapéptidos

La siguiente secuencia de aminoacidos que abarca AB (1-42) se dividio en 43 decapéptidos de superposiciéon con un
marco de lectura (frameshift) de 1 aminoacido. ISEVKM'DAEF RHDSGYEVHH QKLVFFAEDV GSNKGAIIGL
MVGGVWVI*ATV IV (SEQ ID NO: 414). Por consiguiente, DAEFRHDSGYEVHH QKLVFFAEDV GSNKGAIIGL
MVGGWVVIA (SEQ ID NO: 27) como se adjunta representa aminodacidos 1 a 42 del péptido AR4/3-A4.

Los 43 decapéptidos se sintetizaron con acetilacion N-terminal y acoplamiento covalentes C-terminal a una lamina
de celulosa (“pepspot”) de un proveedor comercial (Jerini BioTools, Berlin). La Iamina de celulosa se incuba durante
2 horas sobre una plataforma de balanceo con anticuerpo monoclonal (2 ug/ml) en tampén de bloqueo (Tris HCI 50
mM, NaCl 140 mM, NaEDTA 5 mM, NP40 al 0,05 % (Fluka), gelatina al 0,25 % (Sigma), fraccion V de albumina de
suero bovina al 1 % (Sigma), pH 7,4). La lamina se lava 3 veces 3 minutos sobre una plataforma de balanceo con
TBS (Tris HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). A continuacion, se moj6é con tampon de catodo (Tris base 25 mM,
acido 6-aminohexano 40 mM, SDS al 0,01 %, metanol al 20 %) y se transfirié a una pila de transferencia semi seca
con el lado del péptido enfrentado a la membrana de PVDF (Biorad) de igual tamafio.

La pila de transferencia semi seca consiste fuera de los papeles frescamente mojados (Whatman n° 3) ligeramente
mas largos que la lamina peptidica:

3 papeles mojados con tampon catodo

la lamina peptidica

una lamina de membrana de PVDF mojada con metanol

3 papeles mojados con tampoén anodo 1 (Tris base 30 mM, metanol al 20 %)
3 papeles mojados con tampon anodo 2 (Tris base 0,3 mM, metanol al 20 %)

La transferencia se conduce en una densidad de corriente entre el catodo y el anodo de 0,8 mA/cm? durante 40
minutos que es suficiente para eluir la mayoria del anticuerpo de la lamina de celulosa y depositarlo sobre la
membrana de PVDF. A continuacion, la membrana de PVDF se intercambia por una segunda membrana de PVDF y
se transfiere durante otros 40 minutos para asegurar la completa elucion de la lamina de celulosa.

La membrana de PVDF se sumerge en tampon de bloqueo durante 10 minutos. A continuacion, se afiade anti-Ig
H+L humano marcado con HRP (Pierce) en dilucién 1:1.000 y la membrana se incuba sobre una plataforma de
balanceo durante 1 hora. Se lava 3 veces 10 minutos con TBST (TBS con Tween20 al 0,005 %). El color se
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desarrolla sumergiendo la membrana en una solucidon hecha de 3 mg de 4-cloronaftol disuelto en 9 ml de metanol
con 41 ml de PBS (Na-fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.2) y 10 pl de peroxido de hidrogeno al 30 % (Merck).
Después del desarrollo de las manchas azul oscuras la membrana se lava exhaustivamente con agua y se seca.

La asignacion de las manchas de péptido (pepspots) reactivas a anticuerpo se hace por inspeccion visual a través
de una matriz de mancha transparente. Los epitopos del anticuerpo en cuestién se define como la secuencia de
aminoacidos minima en péptidos reactivos. Por comparacién se analizaron anticuerpos monoclonales de ratén
(BAP-2, BAP-1, BAP-17, BAP-21, BAP-24 y 4G8) del mismo modo, excepto usando anti-lg de ratén marcado con
HRP en lugar de anti-lg humano.

Cabe sefialar que la maduracién por afinidad y la conversion de los fragmentos Fab monovalentes en los
anticuerpos IgG1 de longitud completa normalmente da como resultado alguna ampliacion de la secuencia de
reconocimiento del epitopo como se indica por el analisis pepspot y ELISA. Esto se puede referir al reclutamiento de
mas puntos de contacto en el area de interaccion anticuerpo-antigeno como consecuencia de la maduracion por
afinidad o a una unién mas fuerte al epitopo minimo de modo que también se pueden detectar las interacciones
débiles con aminoacidos adyacentes. Esto puede ser la causa cuando se sondan los péptidos derivados de AB con
anticuerpos IgG de longitud completa. Tal como se ilustra en la Tabla 2 para el analisis pepspot, las secuencias de
reconocimiento de los epitopos N-terminales y medios se alargan por hasta tres aminoacidos cuando se
comparaban Fabs parentales y correspondientes anticuerpos IgG completamente madurados. Sin embargo, hay que
tener en mente que los decapéptidos son modificados por acoplamiento covalente en el aminoacido C-terminal y
este aminoacido, por lo tanto, no puede ser facilmente accesible al anticuerpo de longitud completa debido al
impedimento estérico. Si este es el caso, el ultimo aminoacido C-terminal no contribuye significativamente a la
secuencia de reconocimiento de epitopo y hay que considerar una reduccion potencial de la secuencia de
reconocimiento minimo por un aminoacido en el extremo C-terminal en el andlisis pepspot como se usa en la
presente invencion.

Tabla 2: Analisis pepspot de la unidon de Fabs y anticuerpos IgG de longitud completa a decapéptidos sobre una
lamina de celulosa. Los numeros se refieren a los aminoacidos esenciales de la secuencia de AB1-40 que tienen que
estar presentes en el decapéptido para la unién éptima del anticuerpo. Una reactividad de péptido débil, y asi una
contribucién débil al epitopo, esta indicada entre paréntesis.

Anticuerpo Posicion Posicion
MSR-3 Fab 3-4 18-23
MSR-7 Fab 3-5 19-24
MSR-8 Fab 4-5 18-21
MSR-9 Fab (1)3-9 18-24
MSR-10 Fab (4-10) 19-20
MSR-11 Fab 3-7 (18-20)
MSR-26 Fab 3-5 (16)-19-23
MSR-27 Fab (3)6-9 13-18(20)
MSR-29 Fab 14-16(20)
MSR-37 Fab (4-6) (19-24)
MSR-41 Fab 3-7 (17-21)
MSR-42 Fab (4-9) (18-24)
MSR 3.4H7 IgG1 1-3 19-26
MSR 7.9H2 IgG1 1-4 19-24
MSR 7.9H7 IgG1 4-6 19-26
MSR 7.2H2x7.2L 1gG1 (1-4) 5-9 18-26
MSR 7.11.H1x7.2L1 IgG1 4-6 19-26
BAP-2 4-6

4G8 19-20(23)
BAP-21 32-34
BAP-24 38-40
BAP-1 4-6

BAP-17 38-40

Ejemplo 8: Determinacion de los valores Kp para MS-R Fab y anticuerpo MS-R IgG1 que se unen a fibras de AB1-40
y AB1-42 in vitro por resonancia por plasmoén superficial (SPR)

Se midi6 la unién de anticuerpos anti-AB (Fabs e IgG1) a AR fibrilar en linea por resonancia por plasmoén superficial
(SPR), y se determinaron las afinidades de las interacciones moleculares como se describe en Johnson, Anal.
Biochem. 1991, 198, 268-277, y Richalet-Sécordel, Anal. Biochem. 1997, 249, 164-173. Se usaron instrumentos
Biacore2000 y Biacore3000 para estas mediciones. Se generaron fibras AB1-40 y AB1-42 in vitro por incubacién de
péptidos sintéticos a una concentracion de 200 pg/ml en tampdn de Na-acetato 10 mM (pH 4,0) durante tres dias a
37 °C. El analisis microscopico de electrones confirmé una estructura fibrilar para ambos péptidos, AB1-40 que
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muestra fibras predominantemente mas cortas (<1 micra) y AB1-42 predominantemente mas largas (<1 micra).
Estas fibras se asumen que representan péptidos AR agregados en cerebro AD humano mejor que las mezclas
definidas enfermas de agregados amorfos y precipitados no estructurados. Las fibras se diluyeron 1:10 y se
acoplaron directamente a un “Chip Sensor F1 Pioneer’” como se describe en el Manual de Instrucciones del
fabricante (BlAapplication Handbook, version AB, Biacore AB, Uppsala, 1998). En experimentos iniciales se encontrd
que los MS-Roche Fabs seleccionados diferian basicamente en sus cinéticas de reaccion y, por lo tanto, el modo de
analisis de datos tenia que elegirse en consecuencia. Para ligantes con valores Kp de cinéticas lentas se calcularon
por ajuste de curva de las respuestas del sensor dependientes del tiempo, es decir, a partir de la relacion kof/kon. LOS
ligantes con cinéticas rapidas se analizaron ajustando las respuestas del sensor dependientes de concentracion en
equilibrio (adsorcion-isotermas). Los valores Kp se calcularon a partir de los sensogramas Biacore basados en la
concentracion total de Fab determinada por un ensayo de proteina. Para los clones derivados del 1° y 2° ciclo de
maduracién por afinidad el contenido de Fab activo en cada preparacion se determind en el Biacore segin un
método descrito por Christensen, Analytical Biochemistry (1997) 249, 153-164. En resumen, se midio la union de
proteina dependiente del tiempo a fibras de AB1-40 inmovilizadas en el chip de Biacore durante la fase de
asociacion bajo condiciones limitadas por masa a diferentes caudales de la solucién de analito. Las condiciones de
limitacién por masa se realizaron inmovilizando altas cantidades de fibras AB (2.300 unidades de respuesta) sobre la
superficie del chip de un canal de medicién y funcionando a concentraciones de analito relativamente bajas, es decir,
160 nM (basado en la concentracion total de proteina Fab).

En la tabla 3 se muestra un compendio de los valores Kp de los clones MS-Roche seleccionados identificados en el
cribado primario de la genoteca HUCAL y sus correspondientes derivados madurados después del 1° y 2° ciclo de
maduracién por afinidad. En el 1° ciclo de maduracion por afinidad la CDR3 de la cadena pesada (VH-CD3) se
mantuvo constante y la optimizacion se centro en la diversificacion de la CDR3 de la cadena ligera (VL-CDR3). En el
2° ciclo de afinidad se realiz6 la diversificacion de VL-CDR1 y VH-CDR2. Algunos de los ligantes del 1° ciclo de
maduracioén se convirtieron en anticuerpos IgG1 humanos de longitud completa segun la tecnologia desarrollada por
MorphoSys como se describe en el Ejemplo 6 y valores Kp determinados en el Biacore como se describid
anteriormente. Los valores Kp para la union de IgG1 de longitud completa a fibras de AB1-40 y fibras de AB42 se
muestran en la Tabla 4.

Se identificaron derivados madurados de tanto la genoteca de L-CDR1, asi como de H-CDR2 después del 2° ciclo
de maduracion y se permitié la combinacion de cadenas ligeras y pesadas. La estrategia de clonacion cruzada se
describe en el Ejemplo 13. Una de las cadenas ligeras completas, LCDR1 o L-CDR1+2 se intercambiaron. Los
valores Kp de Fabs de clonacion cruzada seleccionados se muestran en la Tabla 8.

Algunos de los Fabs del 1° y 2° ciclo de maduracién y de los ligantes de clonacion cruzada se convirtieron en
anticuerpos IgG1 humanos de longitud completa segun la tecnologia desarrollada por MorphoSys como se describe
en el Ejemplo 6. Los valores Kp de la unién de IgG a fibras de AB1-40 y AB1-42 se determinaron en el Biacore. En
resumen, se usé un modelo cinético para la formacién paso a paso de un complejo bivalente, y se calcularon los
valores Kp por analisis tipo Scatchard de unién en equilibrio. Debido al proceso de asociacion muy lento a baja
concentracion de anticuerpo (varias horas para alcanzar el equilibrio) los datos de unién en equilibrio se obtuvieron
por extrapolacion de las curvas de asociacion para largos intervalos de tiempo. Los indices on y off para la formacion
del complejo monovalente y bivalente se determinaron por el procedimiento de ajuste de curva y se uso para la
extrapolacion. En base a estos valores de Req se realizé un analisis Scatchard y se determinaron los valores Kp para
la formacion del complejo monovalente y el bivalente. Los datos se resumen en la Tabla 5. A partir del trazo de
Scatchard curvilineo se derivé una mayor (bivalente) y menor (monovalente) interaccion por afinidad para las MS-R
IgGs del 2° ciclo de maduracién por afinidad y clones cruzados. Estas dos afinidades representan los valores Kp
inferiores y superiores del intervalo indicado en la Tabla 5.

Tabla 3

Tabla 3: valores Kp para la unién de MS-R Fab a fibras de AB1-40 y AB1-42 determinados en el Biacore. Para los
clones derivados del 1°y 2° ciclo de maduracién por afinidad los valores se corrigen para el contenido de Fab activo
presente en cada muestra como se describe en el texto. ?, los valores se calcularon a partir de las respuestas de
sensor dependientes de concentracién en equilibrio; n.d., no determinado.

Clones MS-R KD KD MS-R KD KD MS-R KD KD
secretados Ne° AB1_40 AB1_42 N° AB1_40 AB1_42 Ne° AB1. AB1_42
de nM nM nM nM nM nM
cribado 3 930 1.300 7 1.100 1.714 8 850 1.000
primario
1° 3.2 52 240 7.2 22 58 8.1 24 42
maduracion 3.3 38 104 7.3 23 88 8.2 24 64
por afinidad 3.4 32 103 7.4 28 103
3.6 40 68 7.9 31 93
7.1 22 74
7.12 28 60
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Clones MS-R KD KD MS-R KD KD MS-R KD KD
secretados Ne° AB1_40 AB1_42 N° AB1_40 AB1_42 N° AB1. AB1_42
de nM nM nM nM nM nM
2° 3.2H1 4.4 3,3 7.2H1 9,3 10,2 8.1H1 13,6 9,2
maduracion 3.2H2 5,2 1,1 7.2H2 8,2 8,2 8.2H1 1,6° 2,12
por afinidad 3.3H1 17,1 19,4 7.2H3 45,4 5,3 8.2H3 n.d. 3,1
3.3H2 10,6 22,8 7.2H4 5,9 5,0 8.2H4 12,1 11,9
3.3H3 1,4 3,3 7.2H5 8,0 10,1 8.2L1 4.8 3,7
3.4H1 13,5 14,0 7.2H6 1,0 n.d.
3.4H3 6,7 8,4 7.2H7 15,5 8,1
3.4H4 33,0 43,0 7.2H8 1,5 2,1
3.4H5 26,5 36,0 7.2L1 13,3 12,7
3.4H6 49,0 60,0 7.2L.2 5,6 4,0
3.4H7 19,2 31,7 7.2L4 1,1 1,1
3.4H8 10,7 26,5 7.3H1 8,0 11,2
3.4H9 21,7 18,6 7.3L1 4.5 6,0
3.4H10 8,1 10,1 7.4H1 8,0 6,6
3.4H11 19,5 8,3 7.4H2 9,9 6,2
3.4H12 25,5 27,0 7.9H1 4.9 5,4
3.4H13 32,3 18,8 7.9H2 5.0 5.7
3.4H14 13,3 16,8 7.9H3 4,2 2,8
3.4H16 25,5 15,6 7.9H4 4.8 4,2
3.4H17 2,0 4,3 7.9H5 1,7 1,8
3.4H18 17,1 10,0 7.9H6 1,2 1,2
3.4L7 9,3 9,3 7.9H7 1,0 0,9
3.4L8 6,2 13,0 7.9H8 0,8 0,7
3.4L9 16,3 9,1 7.9H9 0,9 0,9
3.4L11 5,3 2,6 7.9L1 1,0 1,1
3.6H1 18,9 23,1 7.9L2 1,0 0,5
3.6H2 19,8 54,0 7.11H1 12,7 6,7
3.6H3 5,4 7,5 7.11H2 0,3 0,3
3.6H4 13,0 7.8 7.11H3 6,6 4.4
3.6H5 8,2 6,0 7.11H4 1,0 1,7
3.6H6 36,0 11,8 7.11H5 3,4 1,7
3.6H8 2.5 2.5 7.11L1 1,1 1,2
3.6L1 15,6 11,1 7.12H1 0,6 0,8
3.6L2 13,7 13,1 7.12L1 n.d. 3,8
7.12L2 4,0 5,4
7.12L3 0,8 0,9
7.12L4 2,0 0,6
7.12L5 0,8 0,6
7.12L6 n.d. n.d.
7.12L7 n.d. n.d.
Tabla 4:

5 Tabla 4: valores Kp para la union de MS-R IgG1 a fibras de AB1-40 y AB1-42 determinados en el Biacore. Los IgGs
se derivaron de MS-R Fabs seleccionados después del 1° ciclo de maduracioén por afinidad. Los valores se corrigen
para el contenido de MS-R IgGs activos presentes en cada muestra como se describe en el texto.

MS-R N° KD AB1_40 nM KD AB1_42 nM
3.3 1gG1 3,7 6,6
7.11 1gG1 2,3 5,7
7.12 1gG1 3,1 13,7
8.1 19G1 6,6 12,3

10 Tabla 5: valores Kp para la unién de MS-R IgG1 a fibras de AB1-40 y AB1-42 determinados en el Biacore. Los IgGs
se derivaron de MS-R Fabs seleccionados después del 1° y 2° ciclo de maduracion por afinidad y de Fabs de
clonacién cruzada. Los valores se corrigen para el contenido de MS-R IgGs activos presentes en cada muestra
como se describe en el texto. Los dos valores Kp se dan para MS-R IgGs derivados de la 2° etapa de maduracion

por afinidad y ligantes de clonacién cruzada representan interaccién por afinidad superior e inferior calculada a partir

15 de los trazos de Scatchard curvilineos. Con un numero de MS-R IgGs adicionales (por ejemplo, MSR IgG
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7.9H2x7.12L2 y MS-R IgG 7.9H4x7.12L2), se obtuvieron representaciones de Scatchard curvilineos complejas y, por
lo tanto, la determinacién de los valores Kp no fue posible.

Clones seleccionados de MS-R I1gG1 Kb AB1-40 Kb AB1.42
nM nM
1° maduracion por 3.3 3,7 6,6
afinidad 7.11 2,3 5,7
7.12 3,1 13,7
8.1 6,6 12,3
2° maduracién por 3.4H7 0,10-0,30 0,10-0,30
afinidad 7.2H4 0,09-0,30 0,10-0,66
7.9H2 0,12-0,42 0,11-0,38
7.9H3 0,10-0,50 0,10-0,40
7.9H7 0,25-0,69 0,24-0,70
7.12L1 1,20-3,50 0,74-2,90
8.2H2 0,16-1,00 0,12-0,92
Fabs de clonacion 3.6H5x3.6L.2 0,20-1,03 0,20-0,95
cruzada 3.6H8x3.6L2 0,22-0,95 0,22-0,82
7.4H2x7.2L1 0,12-0,63 0,12-0,56
7.11H1x7.2L1 0,14-0,66 0,15-0,67
7.11H1x7.11L1 0,11-0,70 0,13-0,70

Ejemplo 9: Tincion de placas de amiloide humanas genuinas en secciones de cerebro de un paciente con la
enfermedad de Alzheimer por inmunofluorescencia indirecta

Se ensayaron MS-Roche Fabs seleccionados e IgG1 de longitud completa para la unién a placas de 3-amiloide por
analisis de inmunohistoquimica. Se marcaron secciones se criostato de tejido no fijado del cortex temporal humano
(obtenido postmortem de un paciente al que se diagnosticé positivamente para la enfermedad de Alzheimer) por
inmunofluorescencia indirecta usando MS-Roche Fabs o anticuerpos IgG1 humanos de longitud completa a diversas
concentraciones. Fabs y anticuerpos IgG1 se revelaron por anti-fragmento F(ab’), purificado por afinidad humano de
cabra conjugado con Cy3 y anti- (H+L) humano de cabra conjugado con Cy3, respectivamente. Ambos reactivos
secundarios se obtuvieron de Jackson Immuno Research. Los controles incluyeron un Fab no relacionado y los
anticuerpos secundarios solos, todos los cuales dieron resultados negativos. En las figuras 5 a 7 se muestran
ejemplos tipicos de tinciones de placa con MS-Roche Fabs seleccionados y anticuerpos MS-Roche 1gG1.

Ejemplo 10: Ensayo de polimerizacion: Prevencion de la agregacion de AR

El AB sintético cuando se incuba en tampdn acuoso durante varios dias se agrega espontaneamente y forma
estructuras fibrilares que son similares a las vistas en depdsitos de amiloide en los cerebros de pacientes con la
enfermedad de Alzheimer. Los inventores han desarrollado un ensayo in vitro para medir la incorporacion de A
biotinilado en los agregados AR preformados para analizar el potencial neutralizador de AR de anticuerpos anti-AB y
otras proteinas de uniéon a AB tales como albumina (Bohrmann y col., 1999, J. Biol. Chem. 274, 15.990-15.995). El
efecto de las pequefias moléculas sobre la agregacion de A también se puede analizar en este ensayo.

Procedimiento experimental:

Se recubren placas de microtitulacién Maxisorb NUNC (MTP) con una mezcla 1:1 de AB1-40 y AB1-42 (2 uM cada
uno, 100 pl por pocillo) a 37 °C durante tres dias. Bajo estas condiciones se adsorbe A fibrilar altamente agregado
y se inmoviliza sobre la superficie del pocillo. A continuacion, se elimina la solucién de recubrimiento y las placas se
secan a temperatura ambiente durante 2-4 horas. (Las placas secas se almacenaron a -20 °C). Los sitios de unién
residuales se bloquean afiadiendo 300 pl/pocillo de disolucién salina tamponada con fosfato que contiene Tween20
al 0,05 % (T-PBS) y albumina de suero bovino al 1 % (BSA). Después de 1-2 horas de incubacion a temperatura
ambiente las placas se lavan una vez con 300 yl de T-PBS. Se afiade una solucién de AB1-40 biotinilado 20 nM en
Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,2 (TBS) que contiene NaNs al 0,05 % y anticuerpo diluido en serie (100
pl/pocillo) y la placa se incuba a 37 °C durante la noche. Después de lavar tres veces con 300 pl de T-PBS se afiade
(100 pl/pocillo) un conjugado de estreptavidina-POD (Roche Molecular Biochemicals), diluida 1:1.000 en T-PBS que
contiene BSA al 1 %, y se incuba a temperatura ambiental durante 2 horas. Los pocillos se lavan tres veces con T-
PBS y se afiaden 100 pul/pocillo de una solucién de tetrametil-bencidina (TMB) frescamente preparada. [Preparacion
de la solucién TMB: 10 ml de acido citrico 30 mM pH 4,1 (ajustado con KOH) + 0,5 ml de TMB (12 mg de TMB en 1
ml de acetona + 9 ml de metanol) + 0,01 ml de H,O, al 35 %]. La reaccion se para afiadiendo 100 pl/pocillo de
H2SO4 1 N la absorbancia se lee a 450 nm en un lector de placa de microtitulacion.
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Resultado:

La Figura 8 muestra que los anticuerpos MS-Roche IgG1 previnieron la incorporacion de AB1-40 biotinilado en
agregados AR1-40/AB1-42 preformados. La capacidad neutralizadora de AR de estos IgGs humanos de longitud
completa era similar a la del anticuerpo monoclonal de ratén BAP-1 que se habia generado por un procedimiento de
inmunizacion estandar y especificamente reconoce residuos de aminoacidos 4-6 del péptido AR cuando se analizan
por la técnica Pepspot como se describe en el ejemplo 7. El anticuerpo monoclonal de raton BAP-2 que también
reacciona exclusivamente con los aminoacidos 4-6 (Brockhaus, no publicado) era significativamente menos activo
en este ensayo. Se encontré una actividad incluso menor con el anticuerpo especifico C-terminal de AB1-40 BAP-17
(Brockhaus, Neuroreport 9 (1998), 1.481-1.486) y el anticuerpo monoclonal 4G8 que reconoce un epitopo entre la
posicion 17 y 24 en la secuencia de AR (Kim, 1988, Neuroscience Research Communication, Vol. 2, 121-130). BSA
a una concentracion de hasta 10 pg/ml no afecté a la incorporacion de AR biotinilado y sirvié como control negativo.
Sin embargo, a concentraciones mayores, es decir, > 100 pg/ml, se ha informado que BSA inhibe la uniéon de AR
biotinilado en fibras AR preformadas (Bohrmann, (1999) J. Biol. Chem. 274 (23), 15990-5) indicando que la
interaccion de BSA con AB no es de alta afinidad.

Ejemplo 11: Ensayo de despolimerizacion: Liberacion de A biotinilado desde el AB agregado

En un montaje experimental similar los inventores han ensayado el potencial de anticuerpos MS-Roche IgG para
inducir la despolimerizacion de AR agregado. AB1-40 biotinilado se incorpord primero en fibras AR1-40/AB1-42
preformadas después del tratamiento con diversos anticuerpos anti-AB. La liberacion de AR biotinilado se midio
usando el mismo ensayo que el descrito en el ensayo de polimerizacion.

Procedimiento experimental:

Se recubrieron placas de microtitulacion NUNC Maxisorb (MTP) con una mezcla 1:1 de AB1-40 y AB1-40 como se
describe en el ensayo de polimerizacion. Para la incorporacion de A biotinilado las placas recubiertas se incubaron
con 200 pl/pocillo de AB1-40 biotinilado 20 nM en TBS que contiene NaNs al 0,05 % a 37 °C durante la noche.
Después de lavar la placa con 3 x 300 pl/pocillo de T-PBS, se afadieron anticuerpos diluidos en serie en TBS que
contenia NaNs3 al 0,05 % y se incubaron a 37 °C durante 3 horas. La placa se lavo y se analizé para la presencia de
AB1-40 biotinilado como se describié anteriormente.

Resultado:

Las Figuras 9A a D muestran que los anticuerpos de la invencion indujeron la despolimerizacion de AB agregado
cuando se midio por la liberacion de AB1-40 biotinilado. Los anticuerpos MS-R y el anticuerpo monoclonal de ratén
BAP-1 eran igualmente activos mientras que los anticuerpos BAP-2, BAP-17 y 4G8 eran claramente menos eficaces
en la liberacion de AP biotinilado de la masa de agregados de AR inmovilizados. BAP-1 claramente se puede
diferenciar de los anticuerpos MS-R por su reactividad con APP de longitud completa de la superficie celular (véase
Figura 15), y anticuerpos como BAP-1 con tales propiedades no son Utiles para las aplicaciones terapéuticas ya que
se pueden inducir reacciones autoinmunoldgicas potenciales. Es interesante sefialar que BAP-2, a pesar de su
especificidad para el residuo de aminoacidos 4-6 que esta expuesto en AR agregado tiene una actividad claramente
menor en este ensayo indicando que no todos los anticuerpos especificos al terminal N, a priori, son igualmente
eficaces en la liberacién de AB de los agregados preformados. Los MS-Roche IgGs son claramente superiores a
BAP-2 con respecto a la actividad de despolimerizacion. La eficacia relativamente baja de BAP-17 (especifico al
terminal C) y 4G8 (especifico a residuos de aminoacidos 16-24) en este ensayo se debe a la naturaleza criptica de
estos dos epitopos en AB agregado. Tal como ya se sefialé en el ensayo de polimerizacion, BSA a las
concentraciones usadas en el presente documento no tenia efecto sobre el A agregado.

Los anticuerpos MS-R derivados del 2° ciclo de maduracion por afinidad y de los ligantes de clonacion cruzada
muestran en general una eficacia superior en el ensayo de despolimerizacién (comparacion de la figura 9A con las
figuras 9B y C), que es consecuente con la afinidad de union incrementada de estos anticuerpos (véase tablas 3-5).
Se ha informado que los anticuerpos monoclonales AMY-33 y 6F/3D previenen la agregacion de A in vitro bajo
ciertas condiciones experimentales (Solomon, (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 452-455; anticuerpos AMY-33 y
6F/3D se obtuvieron de Zymed Laboratories Inc., San Francisco (n° de pedido 13-0100) y Dako Diagnostics AG,
Zug, Suiza (n° de pedido M087201), respectivamente). Tal como se demuestra en la figura 9D ambos anticuerpos
eran completamente inactivos en el ensayo de despolimerizacion.

Ejemplo 12: Analisis de epitopo por ELISA sobre conjugados de péptido.

Los siguiente heptapéptidos (codigo de letra unica) se obtuvieron por sintesis en fase sdlida y se purificaron por
cromatografia liquida usando las técnicas conocidas en la técnica.
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AEFRHDC
EFRHDSC
FRHDSGC
RHDSGYC
HDSGYEC
DSGYEVC
SGYEVHC
YEVHHQC
EVHHQKC
VHHQKLC
HHQKLVC
HQKLVFC
QKLVFFC
KLVFFAC
LVFFAEC
VFFAEDC

FFAEDVC
FAEDVGC
AEDVGSC
EDVGSNC
DVGSNKC
VGSNKGC
GSNKGAC
CSNKGAI
CNKGAI
CKGAIIG
CGLMVGG
CMVGGWV
CGGVVIA

Los péptidos se disolvieron en DMSO para llegar a una concentracion de 10 mM.

Se disolvié albumina bovina (esencialmente BSA libre de acido graso, Sigma Lot 112F-9390) a 10 mg/ml en
bicarbonato de sodio 0,1 M y se activaron mediante adicién por ml de 50 pl de una solucién de 26 mg/ml de N-
succinmidil-maleinimida propionato (NSMP, Pierce) en DMSO. Después de 15 minutos de reaccion a temperatura
ambiente la BSA activada se purificd mediante filtracion en gel (NAP-10, Pharmacia) en PBS con acida de sodio al
0,1 % como disolvente. Se diluy6 50 pl de BSA activada por NSMP (6,7 mg/ml) con 50 pl de PBS, acida de sodio al
0,1 % y se afadié 10 pl de solucion de péptido (1 mM en DMSO). Como control negativo se tratdé BSA activada
como simulacro sin adicion de péptido. Después de 4 horas a temperatura ambiente la reaccioén se paré por adiciéon
de 10 pl de Cisteina 10 mM. Se diluyé 1:100 una alicuota de la mezcla de reaccion de conjugado con tampoén de
bicarbonato de sodio 0,1 M e inmediatamente se rellené en los pocillos (100 yl) de placas ELISA (Inmunoplaca
Nunc). Después de reposar 16 horas a 4 °C, se afnadieron 100 pl de tampén de bloqueo (como anteriormente) a
cada pocillo y se incubaron durante otros 30 minutos. Las placas se lavaron con 2 x 300 pl/pocillo de TBST (como
anteriormente) y se rellenaron con 100 ul de anticuerpo a 10 yg/ml o 2 ug/ml en tampoén de bloqueo. Las placas se
dejaron reposar durante 16 horas a 4 °C y se lavaron con 2x300 ul de TBST. Se afiadieron 100 ul/pocillo de anti-Ig
H+L humano conjugado con HRP (Pierce, dilucion 1:1.000 con tampdn de bloqueo) y se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron con 3x300 ul/pocillo de TBST. El desarrollo de color se comenzo por la
adicion de 100 pl de reactivo de tetrametil bencidina/peréxido de hidrogeno. La reaccion se pard después de 5
minutos por la adicion de 100 pl/pocillo de acido sulfirico 1M y la densidad dptica se midié por un lector éptico
(Microplate Reader 3550, BioRad) a 450 nm. Por comparacion se analizaron los anticuerpos monoclonales de raton
del mismo modo, excepto que se usd como agente revelador anti-Ilg de raton marcado con HRP en lugar de anti-Ig
humano.

Empleando especificos de los heptapéptidos anteriormente descritos derivados de AR, se llevaron a cabo ensayos
ELISA especificos como se describieron anteriormente en el presente documento. Preferentemente, los anticuerpos
de la invencidon comprenden anticuerpos que muestran, cuando se mide mediante las densidades opticas, una
relacion sefial y ruido de fondo aproximadamente de “10” cuando su reactividad con un péptido derivado A-beta
(AEFRHD; aminoacidos 2 a 7 de A-beta) se compara con una proteina/péptido no relacionado como BSA. Lo mas
preferentemente, la relacidon de las densidades opticas es aproximadamente de “5” para una correspondiente
reaccion con al menos uno de los siguiente tres péptidos derivados AB: (VFFAED; aminoacidos 18 a 23 de AB) o
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(FFAEDV; aminoacidos 19 a 24 de AB) o (LVFFAE; aminoacidos 17 a 22 de AB).
Los resultados correspondientes para los anticuerpos parentales y/o madurados de la invencion se muestran en las
siguientes dos tablas:

Tabla 6: Reactividad de MS-R Fabs con heptapéptidos 2-7 (AEFRHD), 17-22 (LVFFAE), 18-23 (VFFAED) and 19-24
(FFAEDV) de Abeta conjugados con BSA. Se dan las relaciones de la lectura de ELISA (densidad dptica) obtenida
con BSA conjugada con péptido y no conjugada. También se indican las intensidades de sefial obtenidas con los
péptidos 17-22, 18-23 y 19-24 en relacién con el péptido 2-7.

MS-R N° Péptido Péptido 17- Péptido 18- Péptido 19- Relacion de Relacién de Relaciéon de
2-7 22 23 24 péptido péptido péptido
2-7/BSA 17-22/BSA  18-23/BSA  19-24BSA 17-22/2-7 18-23/2-7 19-24/2-7

7 24 4 7 4 0,17 0,29 0,17
8 28 10 29 25 0,36 1,04 0,89
7.2 34 12 16 9 0,35 0,47 0,26
7.3 34 11 15 9 0,32 0,44 0,26
7.4 36 10 13 6 0,28 0,36 0,17
7.9 28 9 13 8 0,32 0,46 0,29
7.11 37 11 15 9 0,30 0,41 0,24
7.12 38 6 8 7 0,16 0,21 0,18
8.1 30 1 11 8 0,03 0,37 0,27
8.2 32 4 28 23 0,13 0,88 0,72
3.2H2 26 12 23 20 0,46 0,88 0,77
3.3H1 23 4 12 8 0,17 0,52 0,35
3.3H3 31 2 5 2 0,06 0,16 0,06
3.4H1 27 2 8 2 0,07 0,30 0,07
3.4H2 16 11 1 1 0,69 0,06 0,06
3.4H3 22 9 17 11 0,41 0,77 0,50
3.4H5 28 5 13 4 0,18 0,46 0,14
3.4H7 24 2 6 5 0,08 0,25 0,21
3.4H17 28 5 12 11 0,18 0,43 0,39
3.4L11 31 6 20 5 0,19 0,65 0,16
3.6H6 25 1 4 7 0,04 0,16 0,28
3.6H1 23 3 13 5 0,13 0,57 0,22
3.6H2 19 2 8 3 0,11 0,42 0,16
7.2H1 38 8 11 9 0,21 0,29 0,24
7.2H2 16 10 10 10 0,63 0,63 0,63
7.2H3 33 17 20 18 0,52 0,61 0,55
7.2H4 23 12 13 12 0,52 0,57 0,52
7.2H5 30 13 18 15 0,43 0,60 0,50
7.2L1 24 14 16 11 0,57 0,68 0,45
7.4H1 31 16 20 16 0,52 0,65 0,51
7.4H2 36 17 20 16 0,47 0,56 0,46
7.9H1 32 7 12 6 0,23 0,36 0,19
7.9H2 35 3 6 8 0,08 0,16 0,23
7.9H3 35 11 20 9 0,31 0,57 0,27
7.9H4 30 10 15 7 0,32 0,49 0,22
7.11H1 31 8 9 8 0,25 0,29 0,25
7.11H2 34 10 12 14 0,29 0,36 0,41
7.12L1 16 10 12 10 0,60 0,70 0,59
8.1H1 29 22 25 25 0,77 0,88 0,86
8.2H1 22 7 23 20 0,34 1,05 0,94
8.2L1 26 15 32 31 0,60 1,26 1,22
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Tabla 7: Reactividad de MS-R IgGs y anticuerpos monoclonales de raton BAP-1, BAP-2, 4G8, 6E10 Amy-33 y 6F/3D
con heptapéptidos 2-7 (AEFRHD), 17-22 (LVFFAE), 18-23 (VFFAED) and 19-24 (FFAEDV) de A conjugados con
BSA. Se dan las relaciones de la lectura de ELISA (densidad 6ptica) obtenidas con BSA conjugada con péptido y no
conjugada. También se indican las intensidades de sefial obtenidas con los péptidos 17-22, 18-23 y 19-24 en
relacion con el péptido 2-7. * este anticuerpo es especifico para la secuencia 8-17 y no reconoce secuencias de
epitopo N-terminales y medio.

MS-RIgG N°  AEFRHD LVFFAE VFFAED FFAEDV Relacién Relacién Relacién
2-7/BSA 17-22/BSA  18-23/BSA  19-24/BSA  de péptido  de péptido  de péptido
17-22/2-7 18-23/2-7 19-24/2-7

3.3 17 11 16 11 0,65 0,94 0,65
7.12 19 11 13 11 0,58 0,68 0,58
8.1 16 7 16 14 0,44 1,00 0,88
3.4H7 22 3 16 15 0,14 0,73 0,68
7.9H2 13 5 8 6 0,38 0,62 0,46
7.9H3 13 6 8 6 0,46 0,62 0,46
7.9H7 30 5 16 10 0,17 0,53 0,33
7.11H2 10 6 7 6 0,60 0,70 0,60
8.2H2 18 10 15 14 0,56 0,83 0,78
3.6H5x3.6L2 11 7 9 8 0,64 0,82 0,73
7.11H2x7.9L1 14 8 10 9 0,57 0,71 0,64
(L1)
8.2H2x8.2L1 13 20 25 25 1,54 1,92 1,92

mab de ratén

BAP-1 21 1 1 1 0,05 0,05 0,05
BAP-2 21 1 1 1 0,05 0,05 0,05
4G8 1 23 20 1 23 20 1
6E10 18 1 1 1 0,06 0,06 0,06
6F/3D* 1 1 1 1 1 1 1
Amy 33 16 2 1 3 0,13 0,06 0,19

Ejemplo 13: Combinacion de H-CDR2 y L-CDR1 optimizadas por clonacion cruzada

El disefio modular de la genoteca HUCAL permite el intercambio de regiones determinantes de complementariedad
(CDRs) de dos genes diferentes codificadores de Fab en una etapa de clonacion simple. Para una mejora adicional
de la afinidad se combinaron las H-CDR2 y L-CDR1 independientemente optimizadas de clones madurados con la
misma H-CDR3, debido a que habia una alta probabilidad de que esta combinacién condujera a una ganancia
adicional de afinidad (Yang y col., 1995, J. Mol. Biol. 254, 392-403; Schier y col., 1996b, J. Mol. Biol. 263, 551-567;
Chen y col., 1999, J. Mol. Biol. 293, 865-881). Cadenas ligeras completas, o fragmentos de las mismas, se
transfirieron desde un clon donante optimizado L-CDR1 a un clon receptor optimizado H-CDR2. Los clones donantes
y receptores solamente se combinaron, si ambos llevaban idénticas secuencias de H-CDR3. Todos los clones
donantes y receptores llevaban la region estructural VH3-Vk3.

Esto se consiguio transfiriendo las cadenas ligeras completas desde el clon donante optimizado L-CDR1 al clon
receptor optimizado H-CDRZ2. La especificidad de epitopo se conservé combinando solamente clones con la misma
H-CDRS3. Mediante el intercambio de cadena ligera un clon optimizado H-CDR2 obtuvo solamente una L-CDR1
optimizada, si el intercambio se daba entre los clones con la misma L-CDR3. Si la L-CDR3 de los clones a combinar
era diferente, el clon optimizado H-CDR2 adquiria ademas de la L-CDR1 optimizada otra L-CDR3 (L-CDR2
mantenia la secuencia consenso de HUCAL (Knappik y col., 2000)) y cuando se usaron los derivados de MS-Roche
N° 7.12 como donantes de la cadena ligera L-CDR1, 2 y 3 se intercambiaron en el clon receptor optimizado H-CDR2.
Se emplearon tres estrategias de clonacion diferentes:

1) Usando endonucleasas de restriccion Xbal y Sphl se escindié el fragmento completo de cadena ligera de
anticuerpo del plasmido 1 (por ejemplo, pMx9_Fab_MS-Roche n°7.11H1_FS) y de ese modo la cadena principal
del vector obtenido se ligd, a continuacion, al fragmento de cadena ligera del plasmido 2 (por ejemplo,
pMx9_Fab_MS-Roche n°7.2L1_FS) generado por digestion por Xbal y Sphl. De ese modo se cred un nuevo
plasmido (nomenclatura: pMx9_Fab_MS-Roche n°7.11H1x7.2L1_FS) codificando L-CDR1, 2, 3 del clon parental
n°7.2L1y H-CDR1, 2, 3 del clon parental n°7.11H1.

2) Usando endonucleasas de restriccion Xbal y Acc651 se escindié un fragmento codificador de L-CDR1 del
plasmido 1 (por ejemplo, pMx9_Fab_MS-Roche n°7.11H2_FS) y de ese modo la cadena principal del vector
obtenido se ligd, a continuacion, al fragmento de L-CDR1 del plasmido 2 (por ejemplo, pMx9_Fab_MS-Roche
n°7.12L1_FS) generado por Xbal y Acc651. De ese modo se cred un nuevo plasmido (nomenclatura:
pMx9_Fab_MS-Roche n°7.11H2x7.12L1 (L-CDR1)_FS) codificando L-CDR1 del clon parental n°7.12L1 mientras

47



10

15

ES 2 590 684 T3

que L-CDR2, 3 y H-CDR1, 2, 3 se derivan del clon parental n° 7.11H2.

3) Usando endonucleasas de restriccion Xbal y BamHI se escindié un fragmento codificador de L-CDR1 y L-
CDR2 del plasmido 1 (por ejemplo, pMx9_Fab_MS-Roche n°7.11H2_FS) y de ese modo la cadena principal del
vector obtenido se ligd, a continuacién, al fragmento de L-CDR1 y L-CDR2 del plasmido 2 (por ejemplo,
pMx9_Fab_MS-Roche n°7.12L1_FS) generado por digestién por Xbal y BamHI. De ese modo se cred un nuevo
plasmido (nomenclatura: pMx9_Fab_MS-Roche n°7.11H2x7.12L1 (L-CDR1+2)_FS) codificando L-CDR1 y L-
CDR2 del clon parental n°7.2L1 mientras que L-CDR3 y H-CDR1, 2, 3 se derivan del clon parental n°7.11H2.

En la tabla 8 se dan ejemplos ilustrativos para las diferentes estrategias de clonacion, asi como para clones
donantes y receptores de secuencias.

Después de la expresion y purificacion a gran escala sus afinidades se determinaron sobre fibras AR (1-40).

Ademas, en la Tabla adjunta 9 se dan los valores Kp para los MS-R Fab/anticuerpos de clonacion cruzada
seleccionados.
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Tabla 9: Valores Kp para la union de MS-R Fab de clonacién cruzada a fibras de AB1-40 y AB1-42 determinados en
el Biacore. La preparacion de Fabs de clonacion cruzada esta descrita en el ejemplo 13. Los valores Kp se
determinaron por ajustes de la curva cinética y se corrigieron para el contenido de Fab activo presente en cada
muestra como se describe en el texto. Algunos de los Fabs se purificaron adicionalmente por cromatografia de
exclusion por tamafio o ultracentrifugacion preparativa para separar el material agregado. (L1), el clon aceptor
madurado H-CDR2 recibié solamente L-CDR1 del clon donante mejorado L-CDR1; (L1+2), el clon aceptor madurado
H-CDR2 recibié L-CDR1+2 del clon donante mejorado L-CDR1.

MS-R N° Kb AB140 Kb AB142
nM nM
3.3H1x3.4L9 2,16 2,97
3.4H1x3.4L9 0,25 0,5
3.4H3x3.4L7 0,92 0,92
3.4H3x3.4L9 1,05 0,93
3,4H7x3.4L9 2,66 3,51
3.4H7x3.4L7 1,19 1,23
3.6H5x3.6L1 1,25 1,04
3.6H5x3.6L.2 1,26 0,84
7.2H2x7.2L1 1,29 1,43
7.4H2x7.2L1 1,4 1,4
7.4H2x7.12L2 1,4 1,8
7.9H2x7.2L1(L1) 1.4 1.4
7.9H2x7.12L1 1,2 1,1
7.9H2x7.12L2(L1+2) 0,4 0,4
7.11H1x7.2L1 1,75 1,39
7.11H1x7.11L1 0,41 0,47
7.11H2x7.2L1(L1) 1 0.6
7.11H2x7.9L1(L1) 0.1 1
8.1H1x8.2L1 1,3 1,6

Ejemplo 14: Decoracion de placa de amiloide in vivo en un modelo de raton de enfermedad de Alzheimer cuando se
reveld por microscopia de barrido laser confocal y analisis de colocalizacion

Se ensayaron anticuerpos MS-R IgG1 seleccionados en ratones transgénicos doble de APP/PS2 (Referencia:
Richards y col., Soc. Neurosci. Abstr., Vol. 27, Programa n°® 5.467, 2001) para la decoracién de placa de amiloide in
vivo. Los anticuerpos (1 mg/ratén) se administraron in vivo y después de 3 dias los cerebros se perfundieron con
solucion salina y se prepararon para crioseccion. En otro estudio los ratones se expusieron a mayores
concentraciones de los anticuerpos, es decir, 2 mg inyectados in vivo el dia 0, 3y 6, y se sacrificaron el dia nueve.
La presencia de los anticuerpos unidos a las placas de amiloide se valoré sobre secciones de criostato no fijadas
mediante la inmunofluorescencia indirecta doblemente marcada usando anti-lgG (H+L) humano de cabra conjugado
a cualquier Cy3 (N°109-165-003, Jackson Immuno Research) seguido de inmunoconjugado BAP-2-Alexa488. La
imagen se hizo por microscopia laser confocal y el procesamiento de la imagen para la deteccion cuantitativa de
colocalizaciones por el programa informatico IMARIS y COLOCALIZATION (Bitplane, Suiza). En las Figuras 10-14
se muestran ejemplos tipicos. Todos los anticuerpos MS-R ensayados se encontraron positivos en
inmunodecoracioén de placas de amiloide in vivo, aunque se indicé alguna variabilidad.

Ejemplo 15: Investigacion de la union de diferentes anticuerpos monoclonales a proteina precursora de amiloide
(APP) sobre la superficie de las células HEK293

APP se expresa ampliamente en el sistema nervioso central. La unién del anticuerpo a APP de la superficie celular
puede conducir a activacion del complemento y destruccion celular en areas de cerebro sanas. Por lo tanto, es
obligatorio para los anticuerpos A-beta terapéuticos estar desprovisto de reactividad hacia APP. Los anticuerpos de
alta afinidad frente al dominio N-terminal de A-beta (por ejemplo, BAP-1, BAP-2) reconocen el respectivo epitopo
también en la region estructural de APP. Por el contrario, los anticuerpos frente al epitopo medio (por ejemplo, AG8),
y los anticuerpos de la invencién sorprendentemente son incapaces de reconocer la APP de superficie celular. Por
tanto, los anticuerpos de la invencién que decoran A-beta, pero no APP in vivo, son superiores a los anticuerpos no
selectivos.

El método de citometria de flujo es bien conocido en la técnica. Las unidades relativas de fluorescencia (FL1-H)
medidas por citometria de flujo indican unién superficial celular del anticuerpo respectivo. Un cambio de
fluorescencia sobre HEK293 sometidas a transfeccién con APP comparado con células HEK293 no sometidas a
transfeccion indica la reaccion indeseada con APP de superficie celular. Como ejemplo, anticuerpos BAP-1 y BAP-2
frente al domino N-terminal muestran un cambio significante de la sefial FL-1 en HEK293/APP (linea gruesa)
comparado con las células HEK293 no sometidas a transfeccion (linea punteada). El anticuerpo 4G8 (especifico
para el epitopo A-beta medio) y todos los anticuerpos de la invencion (especifico para epitopos A-beta N-terminales
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y medios) muestran cambio no significante en fluorescencia. Las diferencias en la fluorescencia basal entre las
células HE293/APP y HEK293 son debidas a diferente tamafio celular. Se us6 un instrumento FACScan en
combinacién con el paquete del programa informatico Cellquest Pro (ambos de Becton Dickinson).

Ejemplo 16: Lista de SEQ ID NOs identificadas en relacion con las moléculas de anticuerpo de la invencion

La tabla adjunta 10 se refiere a secuencias como se definen en el presente documento para algunas moléculas de
anticuerpo de la invencién especificas.

Tabla 10: Identificacion de SEQ ID NOs para anticuerpos parentales, asi como moléculas de anticuerpo optimizadas,
maduradas y/o de clonacién cruzada

N Molécula VH VL VH VL HCDR3 HCDR3 LCDR3 LCDR3
Prot Prot ADN ADN Prot ADN Prot ADN
3 4 10 3 9 22 21 16 15
7 6 12 5 11 24 23 18 17
8 8 14 7 13 26 25 20 19
3.6H5 x 3.6L.2 33 47 32 46 61 60 75 74
3.6H8 x 3.6L.2 35 49 34 48 63 62 77 76
7.4H2 x 7.2L1 37 51 36 50 65 64 79 78
79H2 x 7.12L.2 39 53 38 52 67 66 81 80
7.9H4 x 7.12L.2 41 55 40 54 69 68 83 82
7.11H1x7.11L1 43 57 42 56 71 70 85 84
7.11H1x7.2L1 45 59 44 58 73 72 87 86
7.9H7 89 91 88 90 93 92 95 94
3.3H1x3.4L9 295 325 294 324 355 354 385 384
3.4H1x3.4L9 297 327 296 326 357 356 387 386
3.4H3x3.4L7 299 329 298 328 359 358 389 388
3.4H3x3.4L9 301 331 300 330 361 360 391 390
3.4H7x3.4L9 303 333 302 332 363 362 393 392
3.4H7x3.4.7 305 335 304 334 365 364 395 394
3.6H5x3.6L1 307 337 306 336 367 366 397 396
7.2H2x7.2L1 309 339 308 338 369 368 399 398
7.4H2x7.12L.2 311 341 310 340 371 370 401 400
7.9H2x7.2L1 313 343 312 342 373 372 403 402
7.9H2x7.12L1 315 345 314 344 375 374 405 404
7.11H2x7.2L1 317 347 316 346 377 376 407 406
7.11H2x7.9L1 319 349 318 348 379 378 409 408
7.11H2x7.12L1 321 351 320 350 381 380 411 410
8.1H1x8.2L1 323 353 322 352 383 382 413 412

Ademas, la invencioén proporciona los siguientes puntos:

1. Una molécula de anticuerpo capaz de reconocer especificamente dos regiones de péptido de B-A4/AB4, en
donde la primera region comprende la secuencia de aminoacidos AEFRHDSGY como se muestra en SEQ ID
NO: 1 o un fragmento de la misma y en donde la segunda regién comprende la secuencia de aminoacidos
VHHQKLVFFAEDVG como se muestra en SEQ ID NO: 2 o un fragmento de la misma.

2. La molécula de anticuerpo del punto 1, en donde dicha molécula de anticuerpo reconoce al menos dos
aminoacidos consecutivos dentro de las dos regiones de 3-A4.

3. La molécula de anticuerpo del punto 1 o 2, en donde dicha molécula de anticuerpo reconoce en la primera
region una secuencia de aminoacidos que comprende: AEFRHD, EF, EFR, FR, EFRHDSG, EFRHD o HDSG y
en la segunda region una secuencia de aminoacidos que comprende: HHQKL, LV, LVFFAE, VFFAED o VFFA,
FFAEDV.

4. La molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 3, en donde dicha molécula de anticuerpo
comprende una region VH variable codificada por una molécula de acidos nucleicos como se muestra en una
SEQ ID NO seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, 5 0 7 0 una region VH variable como se
muestra en una SEQ ID NO seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 4, 6 0 8.

5. La molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 3, en donde dicha molécula de anticuerpo

comprende una region VL variable codificada por una molécula de acidos nucleicos como se muestra en una
SEQ ID NO seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 9, 11 y 13 o una region VL variable como
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se muestra en una SEQ ID NO seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 10, 12y 14.

6. La molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 5, en donde dicha molécula de anticuerpo
comprende al menos una CDR3 de una region VL codificada por una molécula de acidos nucleicos como se
muestra en SEQ ID NOs: 15, 17 0 19 o al menos una secuencia de aminoacidos de CDR3 de una regiéon VL
como se muestra en SEQ ID NO: 16, 18 o 20 y/o en donde dicha molécula de anticuerpo comprende al menos
una CDR3 de una region VH codificada por una molécula de acidos nucleicos como se muestra en SEQ ID NOs:
21, 23 0 25 o al menos una secuencia de aminoacidos de CDR3 de una region VH como se muestra en SEQ ID
NOs: 22, 24 o 26.

7. La molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en donde dicho anticuerpo se selecciona
entre el grupo que consiste en MSR-3, -7 y -8 o0 una version madurada por afinidad de MSR-3, -7 o -8.

8. La molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 7, en donde dicha molécula de anticuerpo es
un anticuerpo completo (inmunoglobulina), un fragmento F(ab), un fragmento F(ab);, un anticuerpo de cadena
simple, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo injertado con CDR, una construcciéon de anticuerpo bivalente, un
anticuerpo sintético o un anticuerpo de clonacién cruzada.

9. La molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en donde dicha al menos dos regiones de 3-
A4 forman un epitopo conformacional o un epitopo discontinuo.

10. La molécula de anticuerpo del punto 8 o 9, en donde dicho anticuerpo de clonacién cruzada se selecciona
entre el grupo que consiste en:

MS-R N°3.3H1x3.4L9;
MS-R N°3.6H5 x 3.6L2;
MS-R N°3.6H8 x 3.6L2;
MS-R N°7.4H2 x 7.2L1;
MS-R N°7.9H2 x 7.12L2;
MS-R N°7.9H4 x 7.12L2;
MS-RN°7.11H1 x 7.11L1;
MS-R N°7.11H1x 7.2L1;
MS-R N°3.4H1 x 3.4L9;
MS-R N°3.4H3 x 3.4L7;
MS-R N°3.4H3 x 3.4L9;
MS-R N°3.4H7 x 3.4L9;
MS-R N°3.4H7 x 3.4L7;
MS-R N°3.6H5 x 3.6L1;
MS-R N°7.2H2 x 7.2L1;
MS-R N°7.4H2 x 7.12L2;
MS-R N°7.9H2 x 7.2L1;
MS-R N°7.9H2 x 7.12L1;
MS-R N°7.11H2 x 7.2L1;
MS-R N°7.11H2 x 7.9L1;
MS-R N°7.11H2 x 7.12L1 o
MS-R N°8.1H1 x 8.2L1.

11. Una molécula de acidos nucleicos que codifica una molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1
a10.

12. Un vector que comprende la molécula de acidos nucleicos del punto 11.

13. Una célula hospedadora que comprende el vector del punto 12.

14. Un método para la preparacion de una molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 10 que
comprende cultivar la célula hospedadora del punto 13 bajo condiciones que permiten la sintesis de dicha

molécula de anticuerpo y recuperar dicha molécula de anticuerpo de dicho cultivo.

15. Una composiciéon que comprende una molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 10 o una
molécula de anticuerpo producida por el método del punto 14.

16. La composicion del punto 15, que es una composicion farmacéutica o una composicion de diagndstico.
17. El uso de una molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 10 o una molécula de anticuerpo

producida por el método del punto 14, de una molécula de acidos nucleicos del punto 11, de un vector del punto
12 o un hospedador del punto 13 para la preparacion de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o
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tratamiento de una enfermedad asociada con amiloidogénesis y/o formacion de placa de amiloide.

18. El uso de una molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 10 o una molécula de anticuerpo
producida por el método del punto 14 para la preparacién de una composicion de diagnostico para la deteccion
de una enfermedad asociada con amiloidogénesis y/o formacion de placa de amiloide.

19. El uso de una molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 10 o una molécula de anticuerpo
producida por el método del punto 14 para la preparacion de una composicidon farmacéutica para la
desintegracion de placas de amiloide.

20. El uso de una molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 10 o una molécula de anticuerpo
producida por el método del punto 14 para la preparacién de una composicion farmacéutica para la inmunizacion
pasiva frente a la formacion de placa de B-amiloide.

21. El uso de los puntos 17 o 18, en donde dicha enfermedad es demencia, enfermedad de Alzheimer,
neuropatia motora, sindrome de Down, enfermedad de Creutzfeld Jacob, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis tipo holandés, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ELA o trastornos
neuronales relacionados con la edad.

22. Kit que comprende una molécula de anticuerpo de uno cualquiera de los puntos 1 a 10, una molécula de
acidos nucleicos del punto 16, un vector del punto 17 o una célula hospedadora del punto 18.

23. Un método para la optimizaciéon de una molécula de anticuerpo como se define en uno cualquiera de los
puntos 1 a 10 que comprende las etapas de:

(a) construccion de una genoteca de fragmentos de anticuerpo Fab diversificados derivados de un anticuerpo
que comprende al menos una CDR3 de una region VH codificada por una molécula de acidos nucleicos como
se muestra en SEQ ID NOs: 21, 23 o0 25 o al menos una secuencia de aminoacidos de CDR3 de una region
VH como se muestra en SEQ ID NOs: 22, 24 o 26.

(b) ensayo de la genoteca de optimizacion de Fab resultante por inmunoadsorcion frente a AR/ AR4;

(c) identificacion de clones optimizados; y

(d) expresioén de clones optimizados seleccionados.

24. El método del punto 23 comprendiendo ademas una etapa (ca), por la cual los clones optimizados se
optimizan mas por mutagénesis de casete.

25. El método del punto 23 o 24, en donde dicho AB/AB4 en la etapa (b) es AB/ABR4 agregado.

26. El método de uno cualquiera de los puntos 23 a 25, en donde dicha identificacion en la etapa (c) se lleva a
cabo por clasificacion por Kos.

27. Un método para la preparacion de una composicion farmacéutica que comprende las etapas de:

(a) optimizacién de un anticuerpo segun el método de uno cualquiera de los puntos 23 a 26; y
(b) formulacion de anticuerpo/molécula de anticuerpo optimizado con un vehiculo fisioldgicamente aceptable.

28. Una composicion farmacéutica preparada por el método del punto 27.
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<210> 1
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; primera region de péptido beta-A4
<400> 1
2la Giu Phe Arg His Zsp Ser Gly Tyr
1 5
<210>2
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; segunda region de péptido beta-A4
<400> 2
Val His His Gln Lys Leu Val Phe Phe A&la Glu Asp Val Gly
1 5 10
<210>3
<211> 368
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; region VH de MS-RocheN.°3
<400> 3
caggtgcaat tggtggaasg ©ggoggcyges cigytgcaac cggacggcag cotgcgTtoty &0
agoIgodogyg cchtecggatt tacctotags agcotatgoga tgadgctgyggt gogocaages 120
CCTQEgasags grotegagnyg gotgagosgcy attagoggta gogocaggeay czcstatzat 180
goggatageg tgazaggoeg Tittaccatt tcacgitgata attcogazaza cacsctghat 24¢C
ctycaasatga acagestgoy tgoggsagat acggoccgtgn attattygcgc gogbottact 300
catbatgcte gtiattatog ttatttigat ghrtggggeoc zaggcacoot ggtgacgght 360
agcTcagc 368
<210>4
<211>122
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; region VH de MS-RocheN.°3

<400> 4
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Gln Val Gin Leuw Val Glu Ser
1 5
Ser Leu Rrg Leu Ser Cys Rla
20
Ria Met Ser Trp Val Arg Gln
25
Ser Alas Ile Eer Gly Ser Glw
50 : 55
Lys Gly Arg Prhe Thr Ile 3Zer
€5 s
ey Clmn Met Asn Ser Leu Arg
BE
Alz Arg Leu Thr His Tyr Rla
ﬂﬂf"
Lt
Giy Gln 3ly Thr Zeu Val Thr
1i%

5
379
ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly Gly

Ela Ser Gly

25

Pro Gly

kso Rsn

Glu

2]
-

i)
3

e
[
[WLIE

<223> Construccion sintética; region VH de MS-RocheN.°7

<400>

<210>
<211>
<212>

5
caggtgcaat
ajstgcgsgg
cctgggaagg
gcggatageg
tgcaaatgaa
graatactca
tggtgacggt
6

126
PRT

tgytggasag

cctooggatt

cagcotgogt
taageottat

tagctcage

<213> Secuencia Artificial

<220>

SYgegycElc
tacernttage
ggtgagogeg
tttaccattt
gcgoaagata

ggttatgtte

ctggtgcasac
agotatgcoga

attagcggta

<223> Construccion sintética; region VH de MS-RocheN.°7

59

Leu Val

FPha

Lys

Lys

Bla

Tvr

gegygcdggcay
ttcgazaaac
ttattgecgoy

tgrttgggge

Gln
Thr Ph

& Ser

cu Glu

Lsn

Val Tyr

rq

i
L
o]

Ser
30

Ser

Lsp

Leu

Tyr

Val

[0l
hid
n
e

cotgoaTety

grgCraages

cgtggtaagy

caaggctaccco

Gly

Tyr

Val

Val

Ty

g2

120

1EC



10

15

20

ES 2 590 684 T3

<400> 6
Sln Vel Gln Leu Val Glu Ser Giy Gly Gly Leu Val
1 5 8
Ber Leu Arg Leu Ser CUys 2la Ala Ser Gly Phe Thr
20 25
8la Met Ssr Trp Vzl Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
32 40
Ser Ala Ile 3Zer Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tvr
50 55 60
Lys GLy Arg Fhe Thr Ile Ser Rrg Asp Asn Ser Lys
ES 70 75
Lea Gln Met Asn Ser Leu Arg Ais Slu Asp Thr 2la
85 40
la Arg Gly Lvs Gly &sn Thr His Lys Pro Tyr Gly
120 105
Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leuw Val Thr val
115 120
<210>7
<211> 374
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; region VH de MS-RocheN.°8
<400>7
caggtgraat tggtggaaayg cggcggceygge ctggbtgcaac cgggcggcag
agetgogegyg cctecggatt tacctitage agetatgega tgagetgggt
cctgggaagyg gtotegagtyg ggtgagegeg attageggta goggeggeag
gcggatagog tgaaaggcecg ttttaccatt tcacgtgata attcgaaaaa
ctgcaaatga acagectgeg tgocggaagat acggecgtgt attattgege
tcregtggtt ataatggtta ttatcataag tttgatgttt gogggccaagq
acggttaget cage
<210> 8
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

60

Gin Pro

q

FPhe

o
T

Ser

Leu Glu
45

&la Asp
Asn Tnr
Val

Tyr

Val
110

=

L]
b
[ ¥l
m
&

cctgogtetyg
gocgeoraagec
cacctattat
caccctgtat
gogtettett

cacecctggtg

Gly

ty

Trp

Val

-

o
2 -0

i

Cys

m

Tyr

60
120
180
240
300
360

374
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<220>

<223> Construccion sintética; region VH de MS-RocheN.°8

<400> 8
Gin Val Gln Leu Va1l Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Giy
1 5 10 13

Ser Leu Zrg L=u Zer Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Sar Tyr

20 25 30
Rls Met Ser Trp Val Arg Gin Ale Pro Gly Lys Gly Leu Giu Trp Val
35 40 43
a vy Gly Ser Thr Tyr r Ala Asp Ser Val

Ser Alz Ils Ser Gly Ser G
C

[ayE|
bt

s Gly Arg Fhe Thr

- ki

le Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

Len Gln Met Asn Ser Lew Arg Ale Glu Zsp Thr 2la Val Tyr Tyr Cvs
g5 226 %5
Ala Arg Leu Leu Ser Arg Gly Tyr ARsn Gly Tyr Tyr His Lys Phe Asp
109 105 110
Val Trp Gly Gln &ily Thr Lea Val Thr Val Ser Ser
15 120
<210>9
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; region VL de MS-RocheN.°3
<400> 9
gatatcgtge tgacccagag cccggegace chtgagectgt ctecgggega acgtgegace &0
ctgagctgca gagcgagcca gagogtgage agcagcetate tggogtggta ccageagaaa 120
ccaggtcaag caccgegtot attaatttat ggogegagoa goegtgoaac tggggtecceyg 180
goegogtttta geoggotctgy atccocggoacyg gattitacceo tgaccattag cageococtggaa 240
cotgaagact ttgoeggttta trtattgocag caggtitata atcetectghb taccotttgge 300
cagggtacga aaglttgaaat taaacgtacg 330
<210>10
<211>110
<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; region VL de MS-RocheN.°3

<400> 10
Esp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro &la Thr
i ) 10

Ser

o

Glu Arg Ala Thr Lea Ser Cys Arg
20

[
Lk

Gln Gin

sl
]
o
e
L=
L
&1

F Ala Ser Arg Blz Thr Gly

in
Lo
n o
Lnokg

Esp Phe Thr Lesu

“}
far}
<
62}
1]
[
i}
1
2
-~} 3
[ R
4

Pro Glu Asp Sl

ol
'

g
=
[{1]
oo
0]
1]
—
3
l.q‘
H
H
bt
a1
9]
o
Li]

LRI

[

Val Thr Phe Glu

Gly Gin Gly Thr Lys Val
100 105

<210> 11

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; region VL de MS-RocheN.°7

<400> 11

1y Gln Alz

gatatcgtgc
ctgagctgca
ccaggtcaag
gogegtttta
cctgaagact

cagggtacga

tgacccagag
gagcgagcca
caccgegtet
gcggetctgy
ttgcgactta

aagttgaaat

cccggogace
gagcgtgage
attaatttat
atccggcacg
ttattgctet

taaacgtacyg

ctgagcctgt
agcagctate
ggcgcgagea
gattttaccc

cagctttatt

<210> 12

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

62

Ser

Gin

[#2]
{1l
(5]

P ]

LAy

Gln val

I.e

ctcegggeoga
tggcgtggta
gccgtgcaac
tgaccattag

ctgatccttt

Leu

Val

Fro Ala Arg

Ser Ser Leu

Tyr Asn

Erg Leu Leu

in
1

Phe

o0
[

oo
[S30 5
8]
i
]

Lys Arg Thr

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtcoceyg
cagcctggaa

tacctttigge

Fro Gly

ke

H

60

129

180

240

300

330
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<223> Construccion sintética; region VL de MS-RocheN.°7

<220>

<400> 12
Asp 1le
1
Glu Arg
Tyr Leu
Ile Tyr

5

Gly Ser
65
Pro Glu
Phe Thr

<210> 13

<211> 330

<212> ADN

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Thr

20

Ala

Ser

FPhe

~

uly
100

Thr

Leu

Tyxr

Ser

Gly

Ala
85

Gin

Gln

Ser

Gln

Thr

70

Gly

Ser

Cys

Gln I

Arg
55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

4¢

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ala

Lla

25

Pro

Thr

Cys

Val
135

<223> Construccion sintética; region VL de MS-RocheN.°8

<400> 13

gatatcgtgs t

ctgagoogca gagodagoo

<210> 14
<211>110
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ttattgocag

taaacgtacyg

I
'
[ty

Thr
10

Ser

Gly

Leu

Phe
g0

Glu

ctgegcoetgt

63

Leu

Gln

Val

Thr

75

Gln

ctcogggesga

tggcgtggs

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Leu

Lys

Leu

Val

Fro

45

Ala

Ser

Arg

Ser

Ser

30

Arg

Ser

Ser

Thr
110

Pro

15

Ser

Leun

Phe

Asp
a5

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

gC

Pro

ud)
1
9]
[\F)
18]
¢
w
[fe}
m
[uk}
w

gococgtgcaac tggggraced

tgaccattag

cttttaocice

tacctutggs
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<220>

<223> Construccion sintética; region VL de MS-RocheN.°8

<400> 14
hsp Ile Vel Leu Thr Gln Ser Pro ARls Tnr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 140 5

Glu Arg Rle Thr Leu Ser Cysz Arg Ala Ser Gln Sez Val Sar Ser Ser
20 25 30
Tyr Leuv Ela Trp Tvr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 49 45
Ile Tyr Gly Rla Ser Zer Arg Ala Thr CGly Val Pro Ale ARrg Phe Ser
an - ep
o gs: ) )
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Rsp Phe Thr Leu Thr Iie Ser Ser Leu Glu
63 70 75 =40

Pro Glu &sp he Ala Thr Tyr Tyr Cvs Gln Gin Leu Ser Ser Fne Pro
85 g0 895

Pro Thr Phe Giy Gln Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr
100 LG5 1149

7]
p
Lo

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VL de MS-RocheN.°3

<400> 15
cagcaggttt ataatcctcce tgtt 24

<210> 16

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VL de MS-RocheN.°3

<400> 16

Gln 3in Val Tyr Asn Pro Pro Val
1 s

<210> 17

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VL de MS-RocheN.°7

<400> 17
tttcagcttt attctgatcce tttt 24

<210> 18

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VL de MS-RocheN.°7

<400> 18

Phe Gin Leu Tyr Ssr Asp Pro Phe
1 5

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VL de MS-RocheN.°8

<400> 19
cagcagcttt cttcttttcc tect 24

<210> 20

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VL de MS-RocheN.°8

<400> 20

Gln &ln Leu Ser Ser Phe Fro Pro
i 5

<210> 21

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VH de MS-RocheN.°3

<400> 21
cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt 39

<210> 22

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VH de MS-RocheN.°3
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<400> 22

Leu Thr Bis Tyr Ala Arg Tyr Tyr Arg Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 23

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VH de MS-RocheN.°7

<400> 23
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 24

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VH de MS-RocheN.°7

<400> 24

[ ]

ly Lys Gily Asn Thr Eis Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp
= 10 5

Val

<210> 25

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VH de MS-RocheN.°8

<400> 25
cttctttctc gtggttataa tggttattat cataagtttg atgtt 45

<210> 26

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; CDR3 de region VH de MS-RocheN.°8

<400> 26

Leu Leu Ser Arg Gly Tyr Asn Gly Tyr Tyr His Lys FPhe Asp Val
1 5 10 15

<210> 27

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

66
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<223> Construccion sintética; péptido beta-A4

<400> 27

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser ARsn Lys Gly RBla Ile Ile

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

20 25

Gly Leu Met Val Gly Gly Vval Val Ile &la
35 40

<210> 28

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; cebador dir VL

<400> 28
gtggtggttc cgatatc 17

<210> 29

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; cebador inv VL

<400> 29
agcgtcacac tcggtgcggc tttcggctgg ccaagaacgg tta 43

<210> 30

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; control primer for

<400> 30
caggaaacag ctatgac 17

<210> 31

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; cebador de control inv

<400> 31
taccgttgct cttcacccc 19

<210> 32

<211> 360

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

67

30



10

15

<220>

ES 2 590 684 T3

<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°3.6H5 x 3.6L2

<400> 32

gtecgtittac

cggcerggt

e

tagcagctat
cgctatttcet
catttcacgt
agatacggcc

tgatgtTtgy

caaccogggca
ccgatgagct
gagrctggta
gataattcga
gtgtattatt

ggcraagges

<210> 33
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°3.6H5 x 3.6L2
<400> 33
Glo Leu Val Glu Ser Gly CGly
1 Z
Arg Zeu Ser Cys Ala Ala 3Jer
20
Gin 2la FPro

Iie Ser CGlu S5er Giy Lvs Thr
24 55
&rg Pke Thr Ile Ser Arg Asp
£S T
Met Zsn Ser Leu Arg Ala Giu
85
Zew Thr His Tyr Ala Arg Tyr
100
Gily Thr Leu Val Thr Val Ser
115

Lrg
105

68

Tyr

1y Leu

Val

Phe

Asp
60

m

Sy Y

Asp

tctgagetge
ageoecetygsyg
ttatgctgat
jrtatctgeaa
tactcoattat

ggTttagctca

Gly

— L
in (h

kla

Co
a1

[FERRTE|

e Va

Vali

o
in

=
8]
]
F—

L

Mex

;7 Gln
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<210> 34

<211> 360

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°3.6H8 x 3.6L2

<400> 34

10

caattggtgg
gecggecteoeg
aagggtcteg
tctgttaagyg
argaacagce

gcteogttatt

daagegygegy
gatttacctt
agtgggtgag
gtcgttitac
tgegtgegga

atcgttattt

cggcetggty
tagcagctat
cgctatttet
catttcacgt
agatacggce

tgatgtttgy

caaccggycy
gecgatgaget
gagtattcta
gataattega

gtgrattatt

ggccaaggca

gcagcecctygcg
gggtgcgceea
agtttaagta
asaacaccct
gecgegeghbcet

cectgatgac

tctgagetge
agcecctggy
ttatgctgat
gtatctgcaa
tactcattat

ggttagctca

60

120

180

240

300

360

<210> 35

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°3.6H8 x 3.6L2

<400> 35

69
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10

15

Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser Leu
Z 5 10 5
Erg Leu Ser Cys Ala Als Ser CGly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met
20 25 30
Ser Trp Vali Arg Gin Rla Pro GLy Lys CGly Leu Glu Trp Val Zsr &la
35 al £z
Ile Ser GSlu Tyr Ser Lys Phe Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
33 25 60
Arg Phe Thr Iie Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
€5 70 7 80
Met Asr Ser Leu Arg Als Glu Asg Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
8% ’ 85 25
Leu Thr His Tyr Alz Arg Tyr Tyr Arg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 36
<211> 372
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.4H2 x 7.2L1
<400> 36
caattggtygy aaagoggogg cggcctggtg caaccgggeqg goagoctgcg totgagcotge 60
gocggectocog gatitacctt tagcagetat gegatgaget gggtgcgoca agocectggg 120
aagg'gtctcg agtgggtgag cgctattaat tataatggtyg ctogtattta ttatgotgat 180
rctgttaagqy gtogttttac catticacgt gataattcga aaaacaccct gtatctgcaa 240
atgaacages tgcgtgcgga agatacggoc gtgtattatt gogegogtgg taagggtaat 300
actcataage cttatggtta tgttegttat trtgatgtit ggggecaagg caccctggtg 360
acggttaget ca 372
<210> 37
<211>124
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

70
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15

ES 2 590 684 T3

<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.4H2 x 7.2L1

<400> 37

Gln
1

Arg

Ser

Ile

Arg
65

Met

Gly

Val

<210> 38
<211> 372
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Leu

Trp

Asn

50

Phe

Rsn

Lys

Trp

Val

Ser

Val

35

Tyr

Thr

Ser

Gly

Gly
115

Glu

Asn

Ile

Leu

Asn

100

Gln

Giy Gly

Ala Ser

Gln Ala Pro

Gly Ala Arg

Ser Arg

70

Asp

Arg Ala Glu

85

Thr His Lys

Gly Thr Leu

Val
10

Gly Leu

Phe Thr

25

Gly Lys Gly

40

Ile Tyr

Asn Ser Lys

Thr Ala

90

Asp

Pro Tyr

103

Gly

Val val

126

Thr

<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.9H2 x 7.12L2

<400> 38

caattggtag
goggeotcog
aagggtctecyg
totgttaagy
atgaacagoco
actcataagc

acggttagct

aaagoggcygg
qatttacctt
agtgggtgag
gtegttitac
tgcogtgocgga
cttatggtta

ca

cggectagtyg
tagcagctat
cgcrattaat
catttcacgt
agatacqggec

tgttegttat

caaccggygceg
gocgatgaget
getgatggta
gataattcga
gtgrattatt

tttgatgttt

71

Gln

Phe

Leuy

Ala

Asn

75

Val

Tyr

Ser

Pro

Ser

Glu

Tyr

Val

Ser

Gly

Ser

Trp

45

Ser

Leu

Tyr

Arg

Tvr

30

Val

Val

Tyr

Cys

Tyr
110

Ser
1%

2la

Ser

Lys

Leu

Ala

95

Fhe

Leu

Met

Gly

Gln

80

Arg

Asp

gcagoectgeg
gggtgcgeca
atcgtaagta
aaaacaccct
gcgegcgtgyg

ggggccaagy

tctgagctage
agcccctggg
ttatgctgat
gtatctgcaa
taagggtaat

cacccetggtg

60

120

180

240

300
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15

20
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<210> 39

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.9H2 x 7.12L2

<400> 39

5ln Leu Val Glu Gly

N
o

I~

)

e

Arg Leu Ser Cys Ala &la Ser
20

Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro
35

Ile Asn Ala Asp Gly Asn Arg
50 55

Brg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Met Asn Ser Leu 2rg Ala Glu
85

Cly Lys Gly Asn Thr His Lys
100

Val Trp Gly Gln Gly Thr Len
115

<210> 40

<211> 372

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Pro

Leu

Ser

Thr

Tyr

105

Thr

Val

A

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

50

Val

<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.9H4 x 7.12L2

<400> 40

72

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

75

Val

Tyr

Ser

Pro

Asp
&0

Thr

Val

Ser

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Arg

Gly

Wal

Val

Tyr

Cys

Tyr
116

Ser
15

Ala

Ser

Lys

Leu

Ala

95

FPhe

Leu

Met

Ala

Gln
80

Arg

Asp



10

15

caattggbgg aaage

gcagcoctcocg gattt

tctgttasgy chogttttac catot

L1}
T
W}
51}
I
]
11}
te]
}
0
rl
o}
]
Wl
0l
{ta]
i}
e}
(e}
om
r

acggttaget ca

<210> 41

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.9H4 x 7.12L2

<400> 41

Gln Leu Val

Arg Leu 3Ser

Ser Trp Val

Ile R=n Ala

20

Arg Phe Thr

Met Asn Ser

Val Trp Gly
115
<210> 42
<211> 372
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

| S|
L

Arg

Val

g cggectyggt

ES 2 590 684 T3

te}

Tt tagcagetat

Tgag cgctattaat

a2

{1
y]
el

g

Ly

L]

gata

w}

-
k]

a tgtucgrtat

Siy Met Lys

Ser Arg Asp

i Arg Ala Glu i

Gly Thr Leu

caaccgggey

gataattcga

gtgtattats:

tttgatgtt:

Gly

Lys

Lsn

Val
120

73

Fhe

Ser

n

&1

3

[ R

(LI S

ol

o TFa

Thr

Gly

Val

ccagoctygeg
gggtgcgcca
tgaagaagrtt

ddaacaccct

Ela

Esn
75

FTyr

Ser

Wal

Lig]
M
t4

Leu

-3
l{:
H

Ary

et

=1

fod

o]

Val

b
[ B

3
bt b

gygtaa

accetgge

Ala
95

Phe

tetgageotge
agccectggyg
ttatgcotgat
gtatctgcaa
t

g

Met



5

10

15

<220>

ES 2 590 684 T3

<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.11H1 x 7.11L1

<400> 42

caattggicg asagcggocgg

goggecte

)

aagggtetcoy agtggosgay oggtat

totgte

[+13

=1

atgzacagce TgCgIgoggs &g

actcataags ctatgogte

acggttagct ca

g gatttasctt

L]
18]
9]
it
{1
W0
rt
rF
T
rkr
o
]
i
[\l

0
e

o
A

[
7]
8]
or

e
{1
413

Wl

W}
(L83

)
e

9]
rt
[51]
t

<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.11H1 x 7.11L1

Val

Ser

Val

)
-

Ala

Thr

Ser

Gly

<210> 43

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<400> 43
Gln Leu
1
Arg Leu
Ser Trp
Ile Asn

50

Arg Fhe
05
Met Asn
Gly Lys
Val Trp

Glu

Cys

20

Lrg

Ala

Ile

Len

Asn

100

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg
85

Thr

Gly

Gly

Kla

Fhe

Arg

o

Ela

His

Thr

Ser

Fro

Glu

Gly

Gly

Gly

40

Thr

Asn

Asp

Pro

Val

120

74

Leu

Phe

25

Lys

Tyr

Thr

Tyr
105

Thr

Val

10

Thr

Gly

Tyr

Lys

Bla

90

Gly

Val

gcagectcog tetgagetge

gggtgcgcca agoocctggg

A1) LRl
AR} it
L 3
L1} [ts]
%] il
T ol
] {1
] it
] rt
it o
ot

uy
9]
e
[
(L)
't
'y
rt
g
jLe]
rt

ggggccaagg cCaccco

Gin FPro Gly

Phe Ser Ser

Leuw Glu Trp
45

Lla Asp Ser
60

Asn Thr Leu

15

Val Tyr Tyr

Tyr Val Arg

Ser Ser

Gly

Tyr

20

Val

Val

Tyr

Cys

Tyr
110

Ser

15

Ala

Leu

Ala
S5

Fhe

ttatgctgat

Leu

Met

Gly

Gly

Gln

g0

Arg

Asp



ES 2 590 684 T3

<210> 44

<211> 372

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.11H1 x 7.2L1

10

<400> 44

caattggtygyg
goggcctecyg

aagggtctog

tctgttaagg
altgaacagcc
actcataage

acggttaget

aaagceygeyy

gatttacctt

agtgggtgag

gtegttttac
tgcogtgcegga
crtatggtta

Ca

cggectggtg
tagcagctat

cggtattaat

catttcacgt
agatacggoc

rgttegtrat

caaccdggey
gogatgaget

getgotgght

gataattcga

gtgtattatt

Lttgatgttt

gragcectgoyg
gggtgcgeca

ttcgtactta

aaaacaccct

gcgegegtygg

ggggccaagyg

tctgagectgs
ageccectggy

ttatgotgat

gtatctgcaa
taagggtaat

cacccotyggtg

60

120

180

240

300

360

372

<210> 45

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.11H1 x 7.2L1

<400> 45

75



10

15

20

Gln L

Arg L

7]
1
b
3

Ile
5

Arg

65

Met

Gly

Val T

<210> 46

<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°3.6H5 x 3.6L.2

<400> 46

gatatcogtge
ctgagctgea
ccaggtcaayg

gogcgttits

[
m
L]
[le}
e}
o
[+1]
0
u}
Qr

<210> 47

<211>110
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°3.6H5 x 3.6L.2

Asn

Phe

Asn

Lys

eu Val Glu

gu Ser Cys

20

Val
35

Arg

Ala Ala

a

Thr Ile

Ser Leu

Lsn
100

Gln

Tgacccagag
gagcgageca

cacogogict

ES 2 590 684 T3

Ser Gly &Gly

Ala Ala Ser

Gin Ala Pro

Gly Phe Arg

55

Ser Arg

70

Asp

Arg Ala Glu

Thr His

Gly Thr Leu

cocggogacae
gtttotitct
arttzatttat

atzcggcacyg

Gly Leun

Phe
25

Gly

sl

uly
40

Lys

Thr Tyr

Asn Ser

Asp Thr

Pro Tyr

105

Val
12¢

Thr

ctgagcectgt

cagacttata

76

Val

10

Thr

Gly

Tyr

Lys

ala

90

Gly

Val

Gln Pro Gl

Phe Ser 3Se

Tr
45

Leu Glu

Ala BAsp Se

60

Asn Thr Le

75

Val Tyr Ty

Tyr Val Ar

Ser Ser

ctcocgggoga

tagcgtggts

Ser
15

y Gly

r Tyr Ala

30

p Val Ser

r Val Lys
Leu

u Tyr

Ala
=1

r Cys

g Tyr Phe
1

f

aggtgcgacc

ccagcagaasa

z togggtcaeg

cagcctggaa

tacctttgge

Leu

Gly

Gly

Gin

80

Arg

Asp



10

15

20

25

<400> 47
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro
1 5 10 15
Glu Arg Rla Thr Zeu Ser Cys Arg Bla Ser Gln Phe Leu Ser Arg
o 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Prg Gly Gin Ala Pro Arg Leu
35 20 45
Ile Tyr CGly &la Ser S=r Arg Ala Thr Cly Val Pro Alze Arg Phe
50 55 60
Gly Ser Giy Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
5 70 75
Pro Glu ARsp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Cin 3ln Thr Tyr Asn Tyr
g5 20 95
Pro Thr Phe CGly Gin Gily Thr Lys Val 3lu Ile Lvs Arg Thr
100 109 11¢C
<210> 48
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°3.6H8 x 3.6L.2
<400> 48
gatatcgtge tgacccagag cceggcogace ctgagectgt ctceegggega acgtgcogacce
ctgagctgca gagcgagoca gtthetttet cgtrtattatc tggcgtggta ccagcagaaa
ccaggicaag caccgegteot attaatftat ggocgcgagea gcocghtgceaac tggggtococy
gegegtitta geggotctgyg atccoggcacyg gattttacce tgaccattag cagoctggaa
cctgaagact ttgoggttta ttattgcocag cagacttata attatcoctee tacctttgge
cagggracga aagtrgaaat taaacogtacg
<210> 49
<211> 110
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 590 684 T3

<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°3.6H8 x 3.6L.2

77

Leu

S]V]

120

180

240

300

330
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15

20

25
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<400> 49

Asp Ile Elz Thr

<
1
bt
-
m
et

-

Ela
25

Thy
20

AEry Leu Ser Cys Aryg Ser

Leu Trp in Gln I

t
P
L]
el
L
O

TYT

Ser Ser A a2 Thr Gly
C,

[ |

Ser Giy Thr i
z 70

Phe

el
B

Leu

Val Gin

20

Esp

as!
ey

(1]
oo
o

m

3

<

81
(@

b

4]

9]
—
i3

1

Fhe Cly Thr Glu

a0

t
el

0w
poo

[an i1
in -

<210> 50

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.4H2 x 7.2L1

<400> 50

gatatcgtge
ctgagctgca
ccaggtcaag
gogogtttta
cctgaagact

cagggtacga

tgacccagag
gagcgagceca
caccgogtct
gcggeretgg
ttgcgactta

aagttgaaat

ccoggcgacc
gtatgtigat
attzatttat
atccggescyg
ttattgccag

taaacgtacyg

ctgagectgt
cgtacttatc
ggcgogagea
gattttaccc

cagatttatt

<210> 51

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.4H2 x 7.2L1

<400> 51

78

Leu Ser Leu Ser Pro Gly
15
Gl Phe Lsu Ser Arg Tyr
30
Gln Ala Pro ERrg Lsu Leu
45
Val Pro Ala Arg Phe Ser
€0
Thr Ile Ser Ser Leu Glu
73 20
Gln Thr Tyr Rsa Tyxr Prc
95
Ile Lys Rrg Thz
11¢
ctecogggoga acgtgegacc
tggegtggta ccagcagaaa
gecgtgcaac tggggteccog
tgaccattag cagcecchtggaa
cttttectca tacctttgge

60

120

130



10

15

20

25

ES 2 590 684 T3

Asp Ile Val Leu Thr Giln Ser Pro Alz Thr Leu Ser Leu Ser Fro
1 5 L0 =5
Giu Arg Alas Thr Leu Ser Cys Rrg ALz Ser Gln Tyr Val Asp Arg
20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly Gln &la Pro Arg Leu
L 40 45
Ile Tvr Gly Alzs Zer 3Zer Arg Ala Thr &Sly Val Pro Rla Arg Phe
50 55 60
Gly Ser Giy 3er Gly Thr Asp Fhe Thr Lzu Thr Ile Sexr Ser Leu
€5 70 75
Pro Glu Asp Phe ARla Thr Tyr Tyr CTys Gin Gln Ile Tyr Ser Phe
85 90 85
Jis Tar Phe Giy 3irn Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr
163 105 P
<210> 52
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.9H2 x 7.12L2
<400> 52
gatatecgtge tgacccagag cecggegacce ctgagectgt ctcoegggega acgtgcgace
ctgagetgea gagcgageca gogtttbtttt tataagtatce tggegtggta ccagragaaa
ccaggtcaag caccgogtcet attaatttcet ggttettcta accgtgcaac tggggtcoceg
gogegtttta goggetotgg atcceggeacyg gattttacce tgaccattag cagectggaa
cctgaagact ttgocggttta ttattgeoett cagectttata atattcoctaa tacctttgge
cagggtacga aagttgaaat taaacgtacyg
<210> 53
<211> 110
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.9H2 x 7.12L2

<400> 53

79

Gly

Thr

Leuv

Fra



10

15

20

Asp

[

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Asn

<210> 54
<211> 330
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ile

Fika

Leu

Ser
50

Thr

Val

Ala T

Ala
35

Gly
Gly

ASE

Phe

Leu 7

Trp

Ser

Ser

Fhe

Gly
100

ES 2 590 684 T3

Gln Ser

Leu 5 Cys

Tyr Gln Gln

Ser Asn Arg

55

Thr
74

Gly Asp

Ala
g5

Val Tyr

Gln Gly Thr

Thr
10

Pro Ala

Ela
25

Arg Ser

Lys Pro

40

Gly

Ala Gly

Phe Thr Leu

Leu
S0

Tyr Cys

val Glu

103

Lys

<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.9H4 x 7.12L2

<400> 54

gatatcgtge
ctgagctgea
ccaggtcaag
gcgegtttta
cctgaagact

cagggtacga

tgacccagag
gagcgageoa
caccgegtet
gecggetetgyg
ttgoggttta

aagttgaaat

<210> 55

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

sceggegaco
gegttttttt
attaatttct
atccggcacg
ttattgeett

taaacgtacg

ctgagcctgt
tataagtatc
ggttcttcta
gattttaccc

cagctttata

<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.9H4 x 7.12L2

<400> 55

80

Leu

Gln

Gln

Val

Gln

Ser

Arg

Ala

Pro

60

Ile

Leu

Lvs

Leu

Phe

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Arg

Ser

Phe

30

Arg

Arg

Ser

Asn

Thr
116

Tyr

Leu

Phe

Leu

Ile F

95

Gly

Lys

Leu

Ser

Glu
80

ctccgagoga
tggcogtggta
accgtgcaac
tgaccattag

atattcctaa

acgtgcgace
ccagcagaaa
tggggtcceyg
cagectggaa

tacctttgge

6l

120

180

240

300



10

15

20

=
in
sl

50

Asn

<210> 56

<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.11H1 x 7.11L1

<400> 56

gatatcgtgo
ctgagctgea
ccaggtcaag
gogogtttta
cctgaagact

cagggtacga

<210> 57

<211>110
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.11H1 x 7.11L1

<400> 57

Arg

[
m
jw)

e

Ser

y Ser Gly

r Fhe

I Leu

;—-;
1_1
i
my o
o T
LM

th -

Gly Ser

Ser

Asp Phe

tgacccagag
gagcgagoca
caccgcdtet
doggetetgg
ttgcgactta

aagtrgaaat

ES 2 590 684 T3

Leu Ser

Tyr Gin

Sar Asn Arg

55

Gly

=
e
H
M)
in
K4

Val

W

o T
b=

Gln Giy Thr

ccecggegaco
gogtattott
attaatttart
atccggeaca
ttattgccag

taaacgtacg

Eln I

2la

Ser

Gly

Rla

Gly

Fhe

Leu

Leu
=18

Cys

Val
105

Lys

ctgagootgt
cgtacttatc
ggcgcgagea
gattttacce

caggtttatt

81

Lew S

Arg

. Rla

Val

ctcegggega
tggcgtggta
gccgtgcaac
tgaccattag

cteceotcctea

Leu Ser
Fhe Phe

30
FPro

£5

Ser

L)

o
O

Tyr

Leu

FPhe

Rrg

Ser

‘v Bsn Ile

25

acgtgegace
ccagcagaaa
tggggtcccg
cagcoctggaa

tacctttgge

Leu G

Leu

Frc

60

120

180
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15

20
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hr 3in Ser Pro Ala Thr
10

-t
L2 |

Giu Arg Ala Leu Ser Cys Arg Ala Ser

[ el
(a1

Ly

1
o
i
'_—4
m
L.
[
nl)
3
g

3
-3

L
H

)
’_.I
o
I
+
o3

—

Ilse Tyr Gly Ala Ser

: bt Thr Gly
50 52

[+1)

n
w
ty
o]
1
e}
o)
b
f

iy Ser ¢ly Ser 5ly Thr Asp Zhe Thr Zeuw
Y ¥ 1%
G6S I

e
1
[

[
0
{r
1_1
ju

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr T
g

His Thr Phe Gly Gin 3ly Thr Lys val Glu
104G 125
<210> 58
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.11H1 x 7.2L1
<400> 58
Jatavcghbgc tgazccagag ccoggogace ctgagectct
ctgagctoca gagcgagcoca grtatgttgat cgrtacttate
ccaggtcaag caccgegict attaatttat ggcgcgagca
gogeogtitta goggetotigyg atccggcacg gattttaccoea
cctgaagact tigogactta ttettgccag cagatttat:

cagggracga sadtigazat taasacgtacg

<210> 59

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.11H1 x 7.2L1

<400> 59

82

Leu

5ln Ala Pro

Thr Ile Ser Ser Leu Glu

L
h
ad

Gin Val T

i

Lvs A

chocgggega

tggcgtggta

gcogtgeoaac

tgaccattag

ct

Ticctea

[
ey
¢!
H
\o ot
[
o

in

fu—

3in Arg Ile Leu Arg Il

tggggreecey
cagcctggaa

tacctitgge

<

Arg Leu Leu

Fro

60

1230

180

240

300



10

15

20

25

30

35
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Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala

Glu Arg Ala Thr Leu Brg Ala
20 25

w
O
tH
[
b
6]

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
50 55

Giy Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

Pro Glu Asp Phe ARla Thr Tyr Tyr Cys
g5

His Thr Phe Gly Gln Giy Thr Lys ¥
100 1

LA b

e

<210> 60

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°3.6H5 x 3.6L2

<400> 60
cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt 39

<210> 61

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°3.6H5 x 3.6L2

<400> 61

Thr
10

Ser

Gly

Gln
30

Leu

Gln

Gln

Thr
75

Gln

hla P

Pro
60

Ile

Ile

Leu 5

Val

Ala

Ser

Tyr

Asp

Arg

Arg

Ser

wn
o)
L}

Thy
110

Arg

Leu

FPhe

Leu

Phe

&5

Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyr Tyr Arg Tyr Phe Asp Val

1 5

<210> 62

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°3.6H8 x 3.6L2

<400> 62
cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt 39

83

10

Thr

Leu

Ser

Glu

840

Pro
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<210> 63

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°3.6H8 x 3.6L2

<400> 63

Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyr Tyr Arg Tyr Phe Asp Val

1 5

<210> 64

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.4H2x7.2L1

<400> 64
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t

<210> 65

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.4H2x7.2L1

<400> 65

51

10

Gly Lys Gly Asn Thr Eis Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp
1 5 pRe 15

35

40

45

50

55

Val

<210> 66

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.9H2x7.12L.2

<400> 66
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t

<210> 67

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.9H2x7.12L2

<400> 67

84

51
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Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Val

<210> 68

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.9H4x7.12L.2

<400> 68
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 69

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.9H4x7.12L.2

<400> 69

Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Val

<210>70

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.11H1x7.11L1

<400> 70
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 71

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.11H1x7.11L1

<400> 71
Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Prc Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp
Z 5 1G i3
Val

<210> 72
<211> 51

85
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.11H1x7.2L1

<400> 72
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t

<210>73

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> HCDR3 MS-RocheN.°7.11H1x7.2L1

<400> 73

Gly Lys Gly &sn Thr His Lys Pre Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp

1 5

Val

<210> 74

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°3.6H5 x 3.6L2

<400> 74
cagcagactt ataattatcc tcct 24

<210>75

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°3.6H5 x 3.6L2

<400> 75

Gln Gln Thr Tyr Asn Tyr Pro Pro
5

1

<210> 76

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°3.6H8 x 3.6L2

<400> 76
cagcagactt ataattatcc tcct 24

<210> 77

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

51



ES 2 590 684 T3

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°3.6H8 x 3.6L2

<400> 77

Gin GiIn Thr Tyr Asn Tyr Pro Pro
1 5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210>78

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.4H2x7.2L1

<400> 78
cagcagattt attcttttcc tcat 24

<210>79

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.4H2x7.2L1

<400> 79

Gln Gln

[

<210> 80

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.9H2x7.12L2

<400> 80
cttcagcttt ataatattcc taat 24

<210> 81

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.9H2x7.12L2

<400> 81

Leu Gin Leu Tyr hksn Ile Pro Asn

1

<210> 82

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Pne ZPro His
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<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.9H4x7.12L.2

<400> 82
cttcagcttt ataatattcc taat 24

<210> 83

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.9H4x7.12L2

<400> 83

Leu Gln Leu Tyr Asn Ile Pro Asn

1

<210> 84

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.11H1x7.11L1

<400> 84
cagcaggttt attctcctece tcat 24

<210> 85

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.11H1x7.11L1

<400> 85

Gln Gln Val Tyr Ser Pro Pro His

<210> 86

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.11H1x7.2L1

<400> 86
cagcagattt attcttttcc tcat 24

<210> 87

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> LCDR3 MS-RocheN.°7.11H1x7.2L1

<400> 87

88
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Gln Gln Ile Tyr Ser Phe Fro His

z 5

<210> 88

<211> 378

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.9H7

<400> 88

caggtgcaat
agctgcgogyg
cectgggaagy
gctgattctyg
ctgcaaatga

ggtaatactc

tggtggaaag
ccteooggatt
gtctogagtyg
ttaagggtcg
acagcectgcg

ataagcetta

cggeggegge
tacctitage
ggtagagoget
Etttaccatt

tgcggaagat

ctggtgcaac
agctatgecga
attaatgctt
tcacgtgata

acggeccgtygt

tggttatgtit cgttattttyg

ctgotgacgg ttagotca

<210> 89

<211> 126

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH MS-RocheN.°7.9H7

<400> 89

89

Tgggcggeag
tgagctgggt
ctggtactcg
attcgaaaaa

attattgcge

atgtitgggg

coctgegtetg
gcgecaagec
tacttattat
caccechgtat
gcgtggtaag

ccaaggcace

60

120

180

240

300

360

378



10

15

20

Gln

Ser

Ala

Ser.

Lys
65

Leu

Ala

Ph_e

<210> 90
<211> 330
<212> ADN

Val

Leu

Met

Ala
50

Gly .

Gln

Arg

Asp

Gln

Arg

Tile

Lrg

Met

Gly

Val
11%

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu Val
L_‘

Leu Ser
20

'rp Val

Bsn Ala

Phe Thr

Asn Ser
g=

Lys Gly
100°

Trp Gly

ES 2 590 684 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Esn

Gl_n

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Ala

His

Thr

120

<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.9H7

<400> 90

Ser

25

Fro

Arg

Asp

Glu

Lys

1053

Leu

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
80

Pro

Val

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Val

Gly

Tyr

&0

Lys

2Ala

Gly

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser
125

Ero

Glu

Asp

Thr

Tyx

Val

licd

Ser

Ser

Trp

Leu

Tyr
95

Arg

gatatcgtge
ctgagctgea
ccaggtcaaqg
gogoghttta
cctgaagact

cagggtacga

<210> 91
<211>110
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

tgacccagag
gagcgadgeca
caccgoygtct
geggotetagg
ttgcgactta

aagttgaaat

CoCggogacs
gagqogtgage
attaatttat
atcoggoacy
Ttattgeooctt

tasacctacg

ctgagecotgt
agcagctatc
ggcgcogagea
gattttacce

cagatttata

<223> Construccion sintética; VL MS-RocheN.°7.9H7

90

cteccgggega
tggegtggta
goecgtgoaac
tgaccattag

atatgcctat

acgtgcgacc
ccageagaaa
tggagtcscyg
cagcciggaa

tacctttgge

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr
80 -

Cys

60
129
180
240

300



ES 2 590 684 T3

<400> 91

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 - ‘ .10 15°

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 ' : 25, 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35. - 45

Ile Tyr Bly Ala Ser Ser Arg Ala Tnr{Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser
50! . : 55 ' 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Ile Tyr Asn Met Pro
' g5 " 80 95

Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Tle Lys Arg Thr
100 p . 108 - 11

<210> 92

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR3 MS-RocheN.°7.9H7

<400> 92
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 93

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR3 MS-RocheN.°7.9H7

<400> 93

Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp
z 12 15

n

Val

<210> 94

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

91
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<220>

<223> Construccion sintética; LCDR3 MS-RocheN.°7.9H7

<400> 94
cttcagattt ataatatgcc tatt 24

<210> 95

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; LCDR3 MS-RocheN.°7.9H7

<400> 95

Leu Gln Zle Tyr

4
4L

<210> 96

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°3

<400> 96

Arg Ala Ser Gin Ser Val
5

[

<210> 97

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR2 de MS-RocheN.°3

<400> 97

Gly Ala Ser Ber Arg Ala Thr

<210> 98

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°3

<400> 98

&sn Met Pro Ile
s

Gln Gln Val Tyr Asn Pro Fro Val

3

92

3
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<210> 99

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; HCDR1 de MS-RocheN.°3

<400> 99

<210> 100

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3

<400> 100

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Bsp Ser Val Lys

1

Gly

<210> 101

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; HCDR3 de MS-RocheN.°3

<400> 101

Leu Thr His Tyr
b

<210> 102

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Giy Phe Thr Fhe

5

ES 2 590 684 T3

L,

-

Ser Ser Tyr Ala Met

=
)

<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°3.1

<400> 102

<210> 103

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gln Gin Val Tyr Ser Val Pro Pro

1

93

5

10

10

15

Ala Arg Tyr Tyr Arg Tyr Phe ARsp Val
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<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°3.2

<400> 103

Gln Gln Ile Tyr Ser Tyr Tro Pro
1 ’ 5

<210> 104

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°3.3

<400> 104

His Gln Met Ser EZer Tvr Pro Pro
q |
- -

<210> 105

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°3.4

<400> 105

Gln Gin Thr Tyr Asp Tyr Pro Fro
1 5

<210> 106

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°3.5

<400> 106

Gln Glrn Ile Tyr Asp Tyr Pra Pro
1 5

<210> 107

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°3.6

<400> 107

Gln Gln Thr Tyr Asn Tyr Pro Pro
1 5

94
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<210> 108

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.2H1

<400> 108

Bie Ile Ser Glu His Gly Leu Asn Ile Tyr Tyr ARla Asp Ser Val Lys
5 10 15

Gly
<210> 109
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.2H2

<400> 109

Lla Ile Ser Gln Arg Gly Gln Fhe Thr Tyr Tyr ARla Bsp Ser Val Lys
1 5 14 15

Gly
<210> 110
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.3H1

<400> 110

Val Ile Ser Glu Lys Ser Arg Phe Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 111

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.3H2

<400> 111
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Val Ile Ser Gin Glu Ser Gln Tyr Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 ' 5 10 15

Gly

<210> 112

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.3H3

<400> 112

Bla Ile Ser Gln Asn Gly Phe His Ile Tyr Tyr &la Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 113

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H1

<400> 113

Bla Ile Ser Glu Thr Ser Ile Arg Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 114

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H2

<400> 114

Val Ile Asp Met Val Cly His Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
i 5 190 15

<210> 115

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H3
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<400> 115

Val Ile Ser Gin Thr Gly Arg Lys Ile Tyr Tyr Zla BAsp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 116

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H4

<400> 116
Ala Iie Ser Glu Thr Gly Met His Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
b 5 i 15

e}
[
b

<210> 117

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H5

<400> 117

Val Ile Ser Gla Val Gly Ala His Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 Z 10 15

Giy

<210> 118

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H6

<400> 118

Ala Ile Ser Glu Ser Gly Trp Ser Thr Tyr Tyr Rla Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 119

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H7

<400> 119

Val Ile Ser Glu Thr Gly Lys Asn Ile Tyr Tyr Ala Bsp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 120

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H8

<400> 120

Ala Ile Ser Glu His Gly Arg Phe Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 121

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H9

<400> 121

Bla Ile Ser Glu Ser Ser Lys Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 122

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H10

<400> 122

er Gly Rzg Gly Lys Tyr Tvr Ala Asp Ser Val Lys
10 15

T
—
JATS
—
]
4]
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[
H
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=
|
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<210> 123

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H11

<400> 123

Ala Iie Ser Glua Phe Gly Lys Asn Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
z 5 10 15

—

Gly

<210> 124

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H12

<400> 124

val 1le Ser Gin Thr Gly Gln Asn Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 ' 5 ip i5

Gly

<210> 125

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H13

<400> 125

[¥]]

Llz Ile Ser Glu Gln Gly Arg Asn Ile Tyr Tyr Als Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

<210> 126

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H14

<400> 126
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2la Ile Ser Glu Ser Gly Gin Tyr Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 >

Gly

<210> 127

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H16

<400> 127

0

15

Ala Ile Ser Glu Ser Gly Val Asn Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5

-~

Gly

<210> 128

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H17

<400> 128

2ia Ile Ser Glu Phe Gly Gln Phe Ile

a
i -

Gily

<210> 129

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.4H18

<400> 129

10

Tyr Tyr Ala Asp Ser
i0

15

'zl Lys
15

&la Ile Ser Gln Gln Ser Asn Phe Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5

Gly
<210> 130
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°3.4L7
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<400> 130

<210> 131
<211>12
<212> PRT

Lrg Ala Ser

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°3.4L8

<400> 131

<210> 132
<211>12
<212> PRT

Lrg Ala Ser Gln Trp Tle Thr I

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°3.4L9

<400> 132

<210> 133
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°3.4L11

<400> 133

<210> 134
<211> 17
<212> PRT

Arg Ala Ser Gln Leu Val Gly Arg ARla Tyr Leu Ala

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.6H1

<400> 134

Val

Gly

Ile Ser Glu Ser Gly Gln Tyr Lys Tyr Tvr Rla Asp Ber Val Lys

5

ES 2 590 684 T3

Gin Arg Leu Gly Arg Leu Tyr Leu Ala

5

o

I

101

Ser

10

Tyr
i0

Leu Ala

Val Tyr Tyr Leu Ala

10

i0

10

13
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<210> 135

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.6H2

<400> 135

vVal Ile Ser Glu Arg Gly Ile Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 136

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.6H3

<400> 136

1
=
T

% Alz Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

=
i
b=
—
=
5
&
T
I
[
'_
S
1
o
3
)
—
e
=
v
i
i}
—
D
¥
=
O
]

~1 .
Ly

<210> 137

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.6H4

<400> 137

Lla Ile Ser Glu Arg Gly Arg His Ile Tyr Tyxr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

—

uly

<210> 138

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.6H5

<400> 138
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Bla Iie Ser Giu Ser Gly Lys Thr Lvs Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 ' 5 10 15

<210> 139

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.6H6

<400> 139

Bla Ile Ser Glu His Gly Thr Asn Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

<210> 140

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°3.6H8

<400> 140

Alz Zle Zer Glu Tyr Ser Lys Phe Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 1C 15

Gly

<210> 141

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°3.6L1

<400> 141

Lrg Rla Ser GIn Phe Ile Gln Arg Zhe Tyr Leu Rla
1 5 10

<210> 142

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°3.6L.2

<400> 142
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he Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Ala
io

o
e
[T}
1
—
)
0]
in
41
[
—
ju]
oM

<210> 143

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7

<400> 143

Lrg Ala Ser Gin Ser Val Ser Zer Ser Tyr Leu Ala
1 5 12

<210> 144

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR2 de MS-RocheN.°7

<400> 144

GEly Ala Ser Zer Arg Ala Thr
1 5

<210> 145

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7

<400> 145

Phe Gln Leu Tyr 3Ser Asp Pro Pne
i 5

<210> 146

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR1 de MS-RocheN.°7

<400> 146

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr ARla Met Ser
i ' 5 10

<210> 147

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7

<400> 147

ABla Ile Ser Gly ESer Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gliy

<210> 148

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR3 de MS-RocheN.°7

<400> 148

Gly Zys Gily Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp
1 5 10 15

Val

<210> 149

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.1

<400> 149

His Gln Leu Tyr Ser Ser Pro Tyr
1 5

<210> 150

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.2

<400> 150

Gln Gln Ile Tyr Ser Phe Pro His
1 5

<210> 151

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.3
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<400> 151

Zis Giln Val Tyr Ser His Pro Phe

i 3

<210> 152

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.4

<400> 152

Gln Gln Ile Tyr Asn Phe Prc His
1 5

<210> 153

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.5

<400> 153

His Gln Val Tyr Ser Ser Pro Phe
z 5

<210> 154

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.6

<400> 154

His Glr Leu Tyr Ser Proc Pro Tyr
1 3

<210> 155

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.7

<400> 155

His Gln Val Tyr Ser Ala Pro Phe
1 5

<210> 156

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.8

<400> 156

His Gln Val Tvyvr Ser Phe Pro Ile

—
in

<210> 157

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.9

<400> 157

Leu Gln Ile Tyr Asn Met Pro Ile
1 5

<210> 158

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.10

<400> 158

Gin Gln Val Tyr Asn Pro Tro His
1 5

<210> 159

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.11

<400> 159

<210> 160

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.12

<400>> 160

Arg Ala 3er Gln Tyr Val Ser Ser Pro Tyr Leu Ala
1 5 1C
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<210> 161
<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR2 de MS-RocheN.°7.12

<400> 161

Gly Ser Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

<210> 162

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.12

<400> 162

Leu Gln Leu Tyr Asn Ile Pro Asn
1 5

<210> 163

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR1 de MS-RocheN.°7.12

<400> 163

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Giy Met Ser
1 5 20

<210> 164

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.12

<400> 164

Asn Ile Se

I

Gly Zer Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Rla AEsp Ser Val Lys

—
L]
bt
L]
pud
[y

[/
i
b

<210> 165
<211> 17
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR3 de MS-RocheN.°7.12

<400> 165

Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp

1 _ 5 10

Val

<210> 166

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.13

<400> 166

15

His Gln Val Tyr Ser Pro Pro Phe

1 5

<210> 167

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.2H1

<400> 167

Ala Ile Asn Az Asn Gly Leu Lys Lys Tyr Tyr Zla Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly
<210> 168
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.2H2

<400> 168

Ala Ile Asn Gly Thr Gly Meft Lys Lys
1 5

Tyr
10

Gly

<210> 169
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<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.2H3

<400> 169

£la Ile Asn Rla &sn Gly Tyr Lys Thr Tyr Tyr &la Asp Ser Val Lys
S 5 1c 13

Gly
<210> 170
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.2H4

<400> 170

a
pl 5 10 15

Gly

<210> 171

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.2H5

<400> 171

Bla Ile Asn Ala Thr Gly Rrg 3Ser Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
<210>172
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.2H6

<400> 172
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Ala Ile Asn Ala Arg Gly Asn Arg Thr Tyr Tyr Bla Asp Ser Val Lys
1 5 - 15

Gly

<210> 173

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.2H7

<400> 173

Ala Iie Asn Ser Arg Gly Ser Asp Thr Eis Tyr Bla Asp Ser Val Lys
d ) ig 15

-~

uly

<210> 174

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.2H8

<400> 174

Alz Ile Asn Rla Lys Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lvs

10 13

NI ¢5]
i
—
o)
F—
w2
-
1
0

<210> 175

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.2L1

<400> 175

Arg Ala Ser Gln Tyr Val Asp Arg Thr Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 176

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.2L.2

<400> 176
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Arg Ala Ser CGin Tyr Ile Ser Phe Arg Tyr Leu Ala

1 5

<210> 177

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.2L4

<400> 177

Arg Ala Ser Gln Phe Ile Arg Arg Ser Tyr Leu Ala

1 5

<210> 178

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.3H1

<400> 178

His Gin Val Tyr Ser His Pro Phe

<210> 179

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.3H1

<400> 179

Rla Tle Ser Ala Ile Ser Asn Lys Thr Tyr Tyr 2la Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly

<210> 180

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.3L1

<400> 180

Arg Ala Ser Gln Tyr Leu His Tyr Gly Tyr Leu Ala

1 5

112
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<210> 181

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.4H1

<400> 181

T
E
[

T 31y Tyr Rxg Thr Tyr Tyr Ale Rsp Ser Val Lys
5 10 15

<210> 182

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.4H2

<400> 182

Lia Ile Asn Tyr Asn Gly Als Arg Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
: 5 10 i5

Gly

<210> 183

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.9H1

<400> 183

lLeun Gln Ile Tyr Asn Met Pro Ile
1 )

<210> 184

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H1

<400> 184

Zla Ile Asn Ala Bsn Gly Gln Arg Lys Phe Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
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<210> 185

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H2

<400> 185

Lla Ile Asn Ala Asp Sly &sn Arg Lys Tyr Tyr Ela Asp Ser Val Lya
1 c

5 10

<210> 186

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H3

<400> 186

Ala Ile Asn Tyr Gln Gly &Asn Arg Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 S 10

Gly

<210> 187

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H4

<400> 187

Ala Ile Asn Ala Val Gly Met Lys Lys Phe Tyr Zla Asp Ser Val Lys

1 3 10

Gly
<210> 188
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H5

<400> 188
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Ala Ile Asn His Ala Gly Asn Lys Lys

L 5

Giy

<210> 189

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.9L1

<400> 189

wl

Ar:
1 5

<210> 190

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.9L.2

<400> 190

"

LR

r Tvr Rla Asp Ser Val Lys
13

Ala Ser Gln Arg Leu Ser Pro Arg Tyr Leu Ala

L0

Arg Ala Ser Gln Tyr Leu His Lys Arg Tyr Leu Ala

1 5

<210> 191

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H6

<400> 191

10

Ala Ile Asn Bla Ser Gly Arg Leu Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5

Gly

<210> 192

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H7

<400> 192
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Bla Iie Asn Ala Ser Gly Thr Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 ‘ 5 io is

Gly

<210> 193

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H8

<400> 193

Ala Ile Asn Ala Ser Gly Ser Lys Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

<210> 194

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.9H9

<400> 194

Ala Ile Psn Gly Lys Gly Asn Lys Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 3 10 15

Gly

<210> 195

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.11H1

<400> 195

Gly Ile Asn Ala Ala Gly Phe Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 196

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.11H2
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<400> 196

Ala Ile Asn Ala Bsn Gly Tyr Lys Lys Tyr Tyr Rla hsp Ser Val Lys

1 5 i0

Gly

<210> 197

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.11H3

<400> 197

Gly Ile Asn Ala Asn Gly Asn Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
15

1 5 10

Gly

<210> 198

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.11H4

<400> 198

Ala Ile Rsn ARla Rsn Gly Tyr Lys Thr Tyr Tyr &la Asp Ser Val Lys

1 5 15

Gly

<210> 199

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.11H5

<400> 199

Ala Tie Asn Ala His Gly Gln Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
15

1 5 10

Gly

<210> 200
<211>12
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.11L1

<400> 200

Arg Ala Ser Gin Arg Ile Leu Arg Ile Tyr Leu Ala

1 5 L0

<210> 201

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.12H1

<400> 201

Arg Alaz Ser Gln Tyr Val Phe Arg Arg Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 202

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°7.12H1

<400> 202

Leu Gln Leu Tyr Asn Ile Pro Asn
1 S

<210> 203

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR1 de MS-RocheN.°7.12H1

<400> 203

Ely Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Zer
1 5 10

<210> 204

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.12H1

<400> 204
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Asn Ile Rsn Gly Asrn Gly Asn &rg Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 13

Gly

<210> 205

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°7.12L1

<400> 205

Asn Ile Ser Gly Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Blz Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 206

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.12L2

<400> 206

rg &la Ser Gin Erg Phe Phe Tyr Lys Tyr Leu Ala
3 10

.

<210> 207

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.12L3

<400> 207

Arg Rla Ser CGlin Phe Val Arg Arg Gly Phe Leu Bla
I s 10

<210> 208

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.12L4

<400> 208

Arg Ala Ser Gln Arg Leu Lys Arg Ser Tyr Leu Ala
1 5 10
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<210> 209

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.12L6

<400> 209

Arg Ala Ser Gln Tyr Leu Trp Tyr BArg Tyr Leu Ala

1 5

<210> 210

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°7.12L7

<400> 210

"
H
e
o
'_i
N
[#5]
)]
81
41
[
o)
ST |
H

SR,

<210> 211

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°8

<400> 211

Arg RAla Ber Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1

[
P

<210> 212

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR2 de MS-RocheN.°8

<400> 212

Gly Ela Ser Ser Arg Ala Thr

-
L

<210> 213

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°8

120
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<400> 213

Gln Gln Leu Ser Ser rhse Fro Pro
+ =4

A ’ -

<210> 214

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR1 de MS-RocheN.°8

<400> 214

Glv Phe Thr Phe Sexr S=r Tyr Ala Met Ser
: 5

10

<210> 215

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°8

<400> 215

Ala Iie Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Rla Asp Ser Val Lys
1 g 10 13

Gly

<210> 216

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR3 de MS-RocheN.°8

<400> 216

Leu Leu Ser Arg Gly Tyr Asn Gly Tyr Tyr His Lys Phe Asp Val
1 5 10 15

<210> 217

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°8.1

<400> 217

Gln Gln Leu Ser Asn Tyr Pro Fro
1 5
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<210> 218

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°8.2

<400> 218

Sln Gln Leu Ser Ser Tyr Pro Bro
<210> 219
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°8.1H1

<400> 219

Ala Ile Ser Arg Ser Gly Ser Asn Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 - 15

Gly

<210> 220

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR3 de MS-RocheN.°8.2H1

<400> 220

Gln Gin Leu Ser Ser Tyr Pro Pro
1 5

<210> 221

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°8.2H1

<400> 221
Ala Tle Ber Ile Thr Gly Arg Arg Lys Tyr Tyr Ala Asp Sear Val Lys
1 5 13 L5
Gly

<210> 222
<211> 17
<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°8.2H2

<400> 222
Blz Ile Ser Arg Thr Gly 3Ser Lys Thr Tyr Tyr Ala Rsp Ssr Val Lys
1 3 15 15
Cly

<210> 223

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; HCDR2 de MS-RocheN.°8.2H4

<400> 223

Ala Thr Ser Val Lys Gly Lys Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 224

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; LCDR1 de MS-RocheN.°8.2L1

<400> 224

Arg Ala Ser Gln Arg Val Ser Gly Arg Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 225

<211>109

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL kappa1

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (96)..(96)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro,
GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (93)..(93)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Gly, His, Leu, Asn o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (92)..(92)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Asp, Gly, Asn, Ser o Tyr
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (91)..(91)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, GIn,

Arg, Ser, Thr, Val, Trp o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(89)

ES 2 590 684 T3

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Met o G In,

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (85)..(85)

<223> Xaa = puede ser Thr o Val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (94)..(94)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro,
GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (95)..(95)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Leu, Pro o Ser

<400> 225

Esp Ile Gin

4
4

Asp Arg Val

-
L)
=
e
'
ik
‘

o

o
Lh {b
et
41
12
L
D
=

Glu Asp Pne

Mew

Thr

20

Tyr

Ser

Ile Thr

Ser Leu

Thr Asp :

Ser

Pro

Arg

0

FETY
o H

i
I
4

Thr

Cys

Ser
10

7 L¥3S

r Val

Gln
90

Leu

Gin

Ala

Frc

Trir Phe Gly GLln Gly Thr Lys Val Glu I
105

<210> 226
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

100

124

Ser

Gly

Ser
&0

Ser

Xaa

2la

Il=

Lys

45

Arg

Leu

Has

Leu

Gln

e Lys Arg Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

rorg
Lan I L}

Xaa
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<220>
<223> Construccion sintética; VL kappa2

<220>

<221> misc_feature

<222> (101)..(101)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro,
GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, o Tyr

<220>

<221> misc_feature

<222> (94)..(94)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Met o GIn,

<220>

<221> misc_feature

<222> (96)..(96)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, GIn,
Arg, Ser, Thr, Val, Trp o Tyr

<220>

<221> misc_feature

<222> (97)..(97)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Asp, Gly, Asn, Ser o Tyr

<220>

<221> misc_feature

<222> (98)..(98)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Gly, His, Leu, Asn o Ser

<220>

<221> misc_feature

<222> (99)..(99)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro,
GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, o Tyr

<220>

<221> misc_feature

<222> (100)..(100)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Leu, Pro o Ser

<400> 226
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Ser

Arg

<210> 227
<211>110
<212> PRT

: Pro

Gly

Arg

Arg

Xaa

Thr

Tyr

Leu

Phe

Val

¥aa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Leu

Ser |

Glu

in -3
=g
(51

Ile

Tyr

Ile

)
F_n
et

Ala
85

g Xaa

ES 2 590 684 T3

Sar

Glu

Thr

<223> Construccion sintética; VL kappa3

<220>

<221> misc_feature
<222> (97)..(97)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro,
GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, o Tyr

<220>

<221> misc_feature
<222> (90)..(90)
<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Met o G In,

<220>

<221> misc_feature
<222> (86)..(86)
<223> Xaa = Thr o Val

<220>

<221> misc_feature
<222> (92)..(92)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, GIn,

Arg, Ser, Thr, Val, Trp o Tyr

<220>

<221> misc_feature

Cys

Asp T

Leu

55

Bsp

Fhe

Fro

Arg

Gly

Ser

Val

126

Ser

Gly

Gly

Ser I

10

Ser

Leu

Asn

3
g
i

Val
20

Arg

ro

Ser

Ala

n
[

Phe

Leu

Ser

Thr

Cys

Val

Leuw

36

Gly

Leu

Pro
15

Lys

Gln
85

9]
i
[

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Xaa
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<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Asp, Gly, Asn, Ser o Tyr

<220>
<221> misc_feature
<222> (94)..(94)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Gly, His, Leu, Asn o Ser

<220>
<221> misc_feature
<222> (95)..(95)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro,
GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, o Tyr

<220>
<221> misc_feature
<222> (96)..(96)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Leu, Pro o Ser

<400> 227

Asp Ile
1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser

Pro Glu

Xaa Thr

<210> 228
<211> 115
<212> PRT

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu.

Tyr

Ser

Gly

Ala
g5

Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr
70

Xaa

Gly

<223> Construccion sintética; VL kappa4

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (102)..(102)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro,
GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, o Tyr

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

127

Ala

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Xaa
80

Glu

Leu

Gln

Thr
75

Gin

Ile

Ser

Ala

Pro
&0

Ile

Xaa

Lys

Leu

Val

Pro

45

Ala

Ser

Xaa

Arg

Ser

Ser
30

Arg

Arg

Ser

Xaa

Thr
110

Pro Gly
15

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu
80

¥Xaa Xaa
85
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (95)..(95)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Met o G In,

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (97)..(97)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, GIn,
Arg, Ser, Thr, Val, Trp o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (98)..(98)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Asp, Gly, Asn, Ser o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(99)..(99)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Gly, His, Leu, Asn o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (100)..(100)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro,
GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (101)..(101)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Leu, Pro o Ser

<400> 228

128
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Zsp Ile Val Met Thr Gin 3er Pro Asp Ser

Glu &rg Als Thr Ile Zsa Cys Arg Ser Ser

Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu &la Trp Tyr
35 40

o
-
¢t}

Fre Pro Lys Leu Leu Tyr Trp Ala Ser
50 55

o Bsp A4rg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
70

o
[T

Ile Ser Ser Leu Gln Bla Glu Asp Val &la
25 90

e
ey
m
0
-

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Gln

100 105

Lys Arg Thr

i35
<210> 229
<211> 111
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL lambdal

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (99)..(99)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (97)..(98)

<223> Xaa = cualquier aminoacido excepto una Cys o una supresion

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (94)..(96)

<223> Xaa = cualquier aminoacido excepto una Cys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (92)..(92)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de Cys, Phe, His, Arg, Trp o Tyr

<400> 229

129

Gln

Thr
75

Val

Gly

Ser

Gln

Arg

60

AsSp

Tyr

Thy

Lys
C
-~

Glu

Fhe

Tyx

Vs

Ser

Leu

30

Fro

Ser

Thr

Val
110

Gly

Gly

Leau

Xaa

85

Glu

Ser

Gln

Tle
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Rsp

Arg

Ile

Gly

Ser

Xaa

<210> 230
<211> 112
<212> PRT

Ile
Val
Val
Tyr
50

Ser

Glu

xaa

Val

Thr

Ser

35

Asp

Lys

Asp

Xaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Ile

20

Asn

Ser

Val
100

Thr

Ser

~3
)
LB

Asn

Gly

Ala

85

Phe

ES 2 590 684 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

T0

Asp

Gly

<223> Construccion sintética; VL lambda2

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (100)..(100)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (93)..(93)
<223> Xaa = cualquier aminoacido de Cys, Phe, His, Arg, Trp o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (95)..(97)
<223> Xaa = cualquier aminoacido excepto una Cys

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (98)..(99)

<223> Xaa = cualquier aminoacido excepto una Cys o una supresion

<400> 230

Pro

Ser

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

130

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
1035

Val
10

Se

1

Gly

Gly

Leu

Gln

S0

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

Leu

Gly

Asn

Ala

Fro

&0

Xaa

Thr

Ala

Ile

Pro

45

Bsp

Thr

Asp

Val

Pro

Lys

Arg

Gly

raa

Leu
110

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Xaa

95

Gly

Gln

Asn

Ser

Gln
B0

Xaa
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Asp

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

xaa

<210> 231
<211> 109
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ile

Ile

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Xaa

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Xaa
100

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Val

ES 2 590 684 T3

Gln

Cys

Ser

Phe

<223> Construccion sintética; VL lambda3

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (97) .. (97)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (90) .. (90)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de Cys, Phe, His, Arg, Trp o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (92) .. (94)
<223> Xaa = cualquier aminoacido excepto una Cys

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (95)..(96)
<223> Xaa = cualquier aminoacido excepto una Cys o una supresion

<400> 231

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

131

Ser

Thr

25

His

Ala

Tyr

Gly
105

Val
10

Ser

Ser

Ser

Cys

50

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gin

Lys

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Ile

Xaa

Thr

Pro

Gly

Pro

Asn

Ser

Asp

Val
110

Gly

Gly

Lys

Arg

Gly

raa

85

Leu

Gln

Tyr

Leu

Fhe

Leu

B0

Xaa

Gly
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Ser

Asp

Asn
65

Asp

<210> 232
<211>127
<212> PRT

Ile
IAla
Tro
Asp

50

Ser

Val

Glu

Arg

Tyxr

35

Gly

Ala

Fhe

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

REsp

Gly
100

Thr

Ser

Gin

Arg

Thr

85

Gly

<223> Construccion sintética; VH1A

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (99) .. (112)

<223> Xaa = cualquier aminoacido o una supresion

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (116)..(116)
<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Asn, Pro, Ser, Val, Trp o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (114)(114)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, lle, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr,

Val o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (113)..(113)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 232

ES 2 590 684 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Lla

7a

Tyr

Gly T

Fro

Fro

Ser

55

Thr

Cys

?ro

Gly

Leu

Gln

Lys

132

Ser

Asp

25

Ile

Thr

Ser

Leu
105

Val
10

Bla

Ile

xaa
40

Thr

Ser

Leu

Pro

Glu

Asp

Val

Val

Val

Arg
&0

xaa

Leu

Ala

Bsp

Leu

45

Pha

; Thr

Xaa

Gly

Pro

Lys=s

30

Val

Ser

Gin

Xaa

Ile

Gly

Ala

Xaa
95

Gln

Ala

Tyr

Glu
B8O

Xaa



ES 2 590 684 T3

Gln Val Gin Zeuw Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 ) 10 is
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr

20 25 3¢

)
I._l

Bla Ile Ser Trp V Arg Glrn Ala Pro Gly Gin Gly Zeu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly Ile Ile Frc Ile

e

L

L]

LA

SR
3

i

¢ Thr Ala Asn Tyr &la Gln

1]
]
b
[
[
bt
5]
!
0
1]

Gin Gly Arg Val Thr Ile Thr &la Asp Glu fer Thr Ser Thr Ala Tyr

43
14
L]
T
h

Mer Glu Leu Leu Arg Ser Glu BAsp Thr Ala Val Tyr Cys

25 90 S

3
l.q:
+

P
[
™
et
m
m
s
0:
W
s
A
{11
y
s
I
e
hil
Y

“a Arg Xaa Xaz : Haez Xaa Xaa ¥Xaa ¥aa Xaa
100 105 1iC

B
¥
o

Xaa Xaz Asp Xaa Trp Gly Gin GLy Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 1z0 125

<210> 233

<211>127

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH1B

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (99)..(112)

<223> Xaa = cualquier aminoacido o una supresion

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (113)..(113)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (114)..(114)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, lle, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr,
Val o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (116)..(116)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Asn, Pro, Ser, Val, Trp o Tyr

<400> 233
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

Gly

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala

20

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala

35

Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr
&5 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
g5

Ala Aré ¥aa ¥aa Xaa ¥aa Xaa
100

Xaa Xaa Asp Haa Trp Gly Gln
115

<210> 234
<211>128
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH2

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (100)..(113)

<223> Xaa = cualquier aminoacido o una supresion

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (114)..(114)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (117).(117)

40

Gly

Arg

Xaa

Gly T

120

Ala

Ser
25

Glu

Xaa
105

Glu Val
10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Asn

Thr Ser

75

Asp Thr
20

Xaa Xaa

Lew Val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Xaa

Thr

Lys

FPhe

Lau
45

Ala

Ser

Val

Xaa

Val
125

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Xaa

110

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Xaa

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

84a

Cys

Xaa

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Asn, Pro, Ser, Val, Trp o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (115)..(115)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, lle, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr,

Val o Tyr

<400> 234
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Gln VaX Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Prc Thr Gln
1 3 10 13

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 2

Gly Val Gly Val Gly Trp Ile Rrg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu
35 40 45

P Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Ser Thr Ser

Leu Lys Thr Arg lLeu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys &sn Gln Val
65 70 75 8o

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Rsp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
53 58 95

Cys Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa ¥aa Xaz Xza Xaa Xaa Xaa Xaz Xaz Xaa
100 105 1:i0

Xaa Xaa Xaa Asp Xaa Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 235
<211>127
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH3

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (99)..(112)

<223> Xaa = cualquier aminoacido o una supresion

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (113)..(113)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (116)..(116)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Asn, Pro, Ser, Val, Trp o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (114)..(114)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, lle, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr,
Val o Tyr

<400> 235
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Leu Val Glu Ser

[ry]
i
=

1 Val

5]
i
-

Ser Leu ARrg Leu Ser Cys Alas &

Ala Met

12 T3
ur M
5]

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr Iie Ser
65 70

Leu Gin Met 2sn Leu Arg

X i
LA (D
H

Ala Arg ¥aa Xaa Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Asp ¥Xaa Trp Gly Gln
115
<210> 236
<211> 126
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH4

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (98)..(111)

<223> Xaa = cualquier aminoacido o una supresion

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (112)..(112)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (113)..(113)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, lle, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr,

Val o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (115)..(115)

Arg

Xaa

o
[ad

k2 0

o)
3
o]

Ser

Asp

Glu

Xaa

105

Thr

Gly

Thr

Asn

Xaa

Leu

Leu

;! Phe

Lys

Val

Val

Thr i

Tyr &

60

Lys

Xaa

Thr

Asrn

Val

Prg !

Ser
30

Esp

Thr

Tyr

Ser

Leu

Tyr

95

Xaa

Ser

; Gly

Tyr

Val

Val

80

Cys

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Asn, Pro, Ser, Val, Trp o Tyr
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<400> 236

Gln
1

-3
o0
a1

Tyr

Gly

<210> 237
<211>127
<212> PRT

Val

Tyr

=
-

Arg

Xaa

Azp

Gln

Ser

Ser

325

Ile

Val

Xaa
113

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Xaa
100

Trp

[
[
=3

<223> Construccion sintética; VH5

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (99)..(112)

<223> Xaa = cualquier aminoacido o una supresién

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (113)..(113)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (116)..(116)
<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Asn, Pro, Ser, Val, Trp o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (114)..(114)
<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly,
lle, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr, Val o Tyr

ES 2 590 684 T3

Glu

Cys

Arg

Ser Gl

Ser

Pl

70

Thr

Thr

Gly

Val

Ser

Ala

raa

137

Pro

Pro

Thr

Xaa
105

Leu

Asn

r Ser

Thr
a0

Xaa

Val

Ly

Ty

Ly

75

Al

-3
g

3

=1

a

>

Val

L]
L17]
H

D]
I-v.l
L

Asn

&0

Asn

Val

Haa

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Pro

Ser

Phe

Ser

15

Trp

Leu

Ser

Cys

85

Xaa

Lys

Leu
80

RBla
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<400> 237

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

—~

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Glily Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Ile

b
+t
~

e

Vel Arg Gin Met Pro Gly Lys Gly Leu Gilu Trp Met
45

[FER

e
154
o

ie Ile Tyr Pro Giy Asp Sex Asp Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Fhe

o
[}
4]
4]
o
L]

Glr Gly Gln Val Thr Ile Ser A&la Asp Lys Ser Ile Ser Tnr Ala Tyr
3
Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Bla Met Tyr Tyr Cys

Ela Arg Xaaz Xaa Xaa Xaz Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Yaa Xaa ¥aa Xaa

-
=

eI

[

Xaa ¥aa Rsp ¥Xasa Try Gly Gin Gily Thr Leu vVal Thr Val Ser Ser
115 12¢ 125

<210> 238

<211>130

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH6

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (102)..(115)

<223> Xaa = cualquier aminoacido o una supresion

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (116)..(116)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (119)..(119)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Phe, His, lle, Leu, Asn, Pro, Ser, Val, Trp o Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (117)..(117)

<223> Xaa = cualquier aminoacido de una mezcla de Ala, Asp, Glu, Phe, Gly, lle, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr,
Val o Tyr
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<400> 238
Gin Val Gin Leu Gin Gln Ser Gly Pro Giy Leu Val Lys Pro Ser Glin
1 z H 15

Thr leu Ser

I

ru Thr Cys Ala Ile Ser Giy Asp Ser Val Ser Ser Asn

25 30

|\
L ]

Ser Ala Bla Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu

35 - 40 45

Trp Leu Gly Arg Thr Tyr Tyr Arg Zer Lvs Trp Tyr Asn Asp Tyvr Ala
50 55 60

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thz Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn
€5 70 75 g0

ke

Ein Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val

Tyr Tyr Cys Ala Arg Xaz Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xza Xaa Xaa
100 125 118
¥aa Xaz Xaz Xas Xaa Asp Xaa Trp Gly 8lr Gly Thr Leuw Val Thr Val
115% 120 125
Ser Ser
130

<210> 239
<211> 327
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL kappa1

<220>

<221> misc_feature

<222> (286)..(288)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,
TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (271)..(273)

<223>nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT, TGG o
TAT

<220>
<221> misc_feature
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<222> (265)..(267)
<223> nnn = TTT, CAT, CTT, ATG 0 CAG

<220>

<221> misc_feature

<222> (253)..(256)

<223> nnn = puede ser ACT o GTT

<220>

<221> misc_feature

<222> (283)..(285)
<223>nnn=CTT,CCTo TCT

<220>

<221> misc_feature

<222> (280)..(282)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,
TGG o TAT

<220>

<221> misc feature

<222> (277)..(279)

<223> nnn = GCT, GAT, GGT, CAT, CTT, AATo TCT

<220>

<221> misc_feature

<222> (274)..(276)

<223> nnn = GAT, GGT, AAT, TCT o TAT

<400> 239
gatatlccaga tgacccagag cccgtotage ctgagogoga gogtgagtga tcogtgtgaca &0
attacctgsa gagcogageca gggcoattage agcotatcigg cgtggtacca goagsaaccea 120
ggtasagcac cgaasactatt aatttatgca gocageaget tgcadagogg ggreccgtec 180
cgttttagsg gooctggate cggecactgat tttaccctga ccattagrayg cotgcaacct 240
gaagactttg cgnantatta tigcocnnncag nonnnnhnnnn Innnnonnac ctttggecag 300
ggtacgoazag ttgaaattaa acgtacg 327

<210> 240

<211> 328

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL kappa2

<220>

<221> misc_feature

<222> (289)..(289)

<223> n = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, C AG, CGT, TCT, ACT, GTT,
TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (280)..(280)

<223>n=TTT, CAT, CTT, ATG 0 CAG

<220>
<221> misc_feature
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<222> (284)..(284)
<223>n = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CAG, C GT, TCT, ACT, GTT, TGG o
TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (285)..(285)

<223>n = GAT, GGT, AAT, TCT o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (286)..(289)

<223>n = GCT, GAT, GGT, CAT, CTT, AATo TCT

<220>

<221> misc_feature

<222> (287)..(287)

<223> n = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, C AG, CGT, TCT, ACT, GTT,
TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (288)..(288)
<223>n=CTT,CCTo TCT

25

<400> 240
gatatcgtga tgacccagag cocactgags ctgecagiga ctcocogggoga gootgegage 60
attagctgca gaagcageoca aagcctgetg catagcaacyg gcetataacta tetbggattgg 120
taccticaaa saccaggtca aagocoogeag ctattaattt atctgggeag caaccgtgec 180
agtggggtece cggategrtt tagoggetet ggatcoggea cegattttas coctgaaaatt 240
agcegtgtgg asagotgaaga cgtggoogtyg tattattgen cagnnnnnna ccttiggoca 3G0
gggtacgaaa gttgaaatta aacgtacg 3238

<210> 241

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL kappa3

<220>

<221> misc_feature

<222> (289)..(291)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,
TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (256)..(258)

<223> nnn = puede ser ACT o GTT

<220>

<221> misc_feature

<222> (265)..(276)

<223>nnn =TTT, CAT, CTT, ATG o0 CAG
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<220>
<221> misc_feature
<222> (274)..(276)

<223>nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT, TGG o

TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (277)..(279)

<223> nnn = GAT, GGT, AAT, TCT o TAT

<220>
<221> misc_feature
<222> (280)..(282)

<223> nnn = GCT, GAT, GGT, CAT, CTT, AATo TCT

<220>
<221> misc_feature
<222> (283)..(285)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,

TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (286)..(288)
<223>nnn=CTT,CCTo TCT

<400> 241

gatat

()

grg

¥
il
[Ty,
A1}
3]
0
0
s/}
(18]
o
W)

cocggogace

ctgaget

vl

ca gagogagoca gagogigage

attaatitat

ccaggtcaag

gogcgtttta

caccgogtet
goggctctgyg
ttgognnanta

aagttgaaat

atceggcacg
ttattgeonnn

taaacgtacy

<210> 242
<211> 345
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL kappa4

<220>
<221> misc_feature
<222> (304)..(306)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,

TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (283)..(285)

<223>nnn =TTT, CAT, CTT, ATG o CAG

<220>
<221> misc_feature
<222> (289)..(291)

<223>nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT, TGG o

ctgagcctgt
agczagetate
ggcgcgages
gattttacce

cagnannnnn

142

ctccgogcga
tggcgtggta
goegtgeaacs
tgaccattag

Rrhnniannnn

acgtgcgacce

CCEgLagsas

W}

tggggtceeg
cagcctggaa

nacctitggs
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TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (292)..(294)

<223> nnn = GAT, GGT, AAT, TCT o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (295)..(297)

<223> nnn = GCT, GAT, GGT, CAT, CTT, AATo TCT

<220>

<221> misc_feature

<222> (298)..(300)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,
TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (301)..(303)
<223>nnn=CTT,CCTo TCT

25

<400> 242
gatatcgtga tgzacccagag cocggatage ctggoggtga goctggygcga acgtgcegace 60
attaactgca ga‘agcagcca gagcgtgetg Tatagcagca acaacaaaaa citstctggcey 120
tggraccage agaaaccagg tcagccgcocog aaactattaa tttattggge atccaccoccgt 180
gaaagcgggs tcocoggatog ttttagogge tcotggatcocog geactgatit tacoctgacc 2490
atitcgices tgraagetga agacgtggcog gtgtatitatt gonnncagnn nnnnnnnann 300
nnnannacct ttggecaggyg tacgaaagit gasatiszaac gtacg 345

<210> 243

<211> 322

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VL lambdal

<220>

<221> misc_feature

<222> (274)..(274)

<223>n=TGT, TTT, CAT, CGT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (278)..(280)

<223> n = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, C AG, CGT, TCT, ACT, GTT,
TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (281)..(282)

<223> n = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, C AG, CGT, TCT, ACT, GTT,
TGG o TAT o una supresiéon

<220>
<221> misc_feature

143
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<222> (283)..(283)
<223> n = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, C CT, CAG, CGT, TCT, ACT,
GTT, TGG o TAT

10

15
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40

<210> 244
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética; VL lambda2

<220>

<221> misc_feature
<222> (274)..(276)
<223>nnn =TGT, TTT, CAT, CGT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature
<222> (290)..(295)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,

TGG o TAT o una supresién

<220>

<221> misc_feature
<222> (296)..(298)

<223> nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,

GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature
<222> (280)..(289)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,

TGG o TAT

<400> 244
gatatcgcac tgacctcageo agoitcagig agoggeitcac caggtcagag cattaccate 60
tegtgtacgy gtactagrag cgatgrgoge ggctataact atgtgagetyg gtaccageag 120
catccocggya aggegcogaa actgatgatt tatgatgiga gcoaacogtoc ctoaggogtg 150
agcaacegtt ttagcocggatc caasagocgge aacaccgoga goctgaccat tagoggectg 240
caagcggaag acgaagogga trtattatige cagnnngatn RONNNDANOR nonnnnngtg 300
tttggegycg goacgaagit aaccgttett ggccag 3386

144

<400> 243
gatatcgtgce Cgacccages gocttcocagtyg agtggcgeac caggicagcy tgtgaccatce 60
tegtgtagey geagcageayg caacattgge agcozactaty tgagetggta ceageagtts 1240
coogggacygy cgocgaasact gotgattTat gataacaace agoegtocste aggogtgoecy 180C
gatcgtttta gogoatocaa aagogygcacc aghgogagosce thgogattac gggostgeaa 24¢C
agcgaagacy sagcggatta ttattgocag tcotngatnnn nnngtgtttyg goggcggceac 300
gaagttaacc gttstigges ag 322
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<210> 245
<211> 327
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Construccion sintética; VL lambda3

<220>

<221> misc_feature

<222> (265)..(267)

<223>nnn =TGT, TTT, CAT, CGT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (286)..(288)

<223>nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT,
CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (280)..(285)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT,
CAG, CGT, TCT, ACT, GTT, TGG o TAT o una supresion

<220>

<221> misc_feature

<222> (271)..(279)

<223> nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT,

TGG o TAT

<400> 245

<210> 246
<211> 382
<212> ADN

tgaccoages
geogatgege:
ttctagtgas
ccaacagogog
attattattyg

taaccgttct

<213> Secuencia Artificial

<220>

ccagnnngat

tggceag

<223> Construccion sintética; VH1A

<220>

<221> misc_feature

<222> (345)..(347)

ONONNNNNnNn

caggicagac
ggtaccagea
cctcaggeat
ttagcggcoac

nnnnnnongt

<223>nnn =TTT, CAT, ATT, CTT, AAT, CCT, TCT, GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (339)..(341)

gaaacccggy
cceggaacgc
tcaggcggaa

gt-tggegge

<223>nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, ATT, CTT, ATG, CCT, CAG, TCT, ACT, GTT o TAT

<220>

145
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<221> misc_feature

<222> (336)..(338)

<223> nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,
GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (295)..(335)

<223>nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,
GTT, TGG o TAT o una supresion

<400> 246
caggtgoast togticagtc tggcgoggaa gtgaasasac Ccgggcagcag cglgaaagtg €0
agctgczaag coctccocggagy csctittage agctatgoga ttagcotygggt gogocaageco l1z¢
cotgggoagy gtotegagtyg gatggoogge attattooga tthttggeoas ggcgaactac 138G

gcgcagaagt ttcagggeccg ggtgaccant accgoggatyg aaagcaccag cacogcogtat 240
atggaactga gcagochtgog tagecgaagat acggocogbgt attatigocgs gogtannnnn 300
NNNNNCNRNN NINNRANANR OARNAOLRARND nnnannnnnen rgatnnntgg ggocazggea 360
ccctggtgas gottagctoca go 3g2

<210> 247

<211> 383

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH1B

<220>

<221> misc_feature

<222> (346)..(348)

<223>nnn =TTT, CAT, ATT, CTT, AAT, CCT, TCT, GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (295)..(336)

<223>nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,
GTT, TGG o TAT o una supresion

<220>

<221> misc_feature

<222> (337)..(339)

<223>nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT,
CCT, CAG, CGT, TCT, ACT, GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (340)..(342)

<223>nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, ATT, CTT, ATG, CCT, CAG, TCT, ACT, GTT o TAT

<400> 247

146
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caggtgcaat tggttcagag cggcgcggaa gtgaaa=zaac cgggoegcegag cgtgaaagtg 60
agctygcaaag cchtecggata taccttrtacc agetattata tgcactgggt cogocaagec 120
cctgggocagyg gtcotegagtyg gatggoctgyg attaacccoga atagocggegg cacgaachtac 180
gcgcagaagt ttcagggoecyg ggtgaccatg acccgtgata ccagoattag caccgogtat 240
atggaactga gcagcctgcg tagegaagat acggcecogtgt attattgege gogtnnonnn 300
NINNANNNNN OORICNNNAN NNRONLNNNTD ONONNNNNNDO nngatnnntg gggecaaggac 360
accctggtga cggttagete age 383

<210> 248

<211> 386

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH2

<220>

<221> misc_feature

<222> (349)..(351)

<223>nnn =TTT, CAT, ATT, CTT, AAT, CCT, TCT, GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (298)..(339)

<223>nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,
GTT, TGG o TAT o una supresion

<220>

<221> misc_feature

<222> (340)..(342)

<223> nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,
GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (343)..(345)

<223>nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, ATT, CTT, ATG, CCT, CAG, TCT, ACT, GTT o TAT

35

<400> 248
caggtgcaat tgasmagaaag cggcocccggce ctggtgaaac cgacccaaac cctgacccotg 60
acctgtacct tttocggatt tageoctgtcec acgtoctggeog ttggegtgog ctggattoge 120
cagecgeoty ggaaagoecceh cgaghtggotg getcotgattg attgggatga tgataagtat 180
tatagcacca gcctgaaaac gogtotgace attagcaaag atacttcgaa aaatcaggtg 240
gtgctgacta tgaccaacat ggaccoggtg gatacggeca cctattattg cgogegtnnn 300
NORnnNnnnNnn nODONOnnnon MnROnnnnnon Nnoonnnnnn nnnnngatnn ntggggocaa 360
ggcaccotgg tgacggttag ctcage 386

<210> 249

<211> 349

147
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH3

<220>
<221> misc_feature
<222> (314)..(314)

<223>n=TTT, CAT, ATT, CTT, AAT, CCT, TCT, GTT, TGG o TAT

<220>
<221> misc_feature
<222> (295)..(308)

<223> n = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, C CT, CAG, CGT, TCT, ACT,

GTT, TGG o TAT o una supresion

<220>
<221> misc_feature
<222> (309)..(309)

<223> n = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, C CT, CAG, CGT, TCT, ACT,

GTT, TGG o TAT

<220>
<221> misc_feature
<222> (310)..(310)

<223>n=GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, ATT, CTT, ATG, CCT, CAG, TCT, ACT, GTT o TAT

<400> 249

caggtgcaar
agctgcgcgg
cctgggaagg
geggatagoeg
ctgcaaatga

Nnnnnnnnnn

tggtggaaag
cctoocggatt
gtctcgagtg
tgaaaggccg
acagectgeg

gatntgggge

cggegygcgge
tacctttage
ggtgagegeg
ttttaccatt
tgeggaagat

caaggcaccc

<210> 250

<211> 346

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH4

<220>
<221> misc_feature
<222> (311)..(311)

ctggtgcaac
agctatgeoga
attagcggta
tecacgtgata
acggecgtgt

tggtgacggt

cgggeggeag
tgagctgggt
gcggcggeayg
attcgaaaaa
attattgege

tagctcage

<223>n=TTT, CAT, ATT, CTT, AAT, CCT, TCT, GTT, TGG o TAT

<220>
<221> misc_feature
<222> (292)..(305)

<223> n = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, C CT, CAG, CGT, TCT, ACT,

GTT, TGG o TAT o una supresion

<220>
<221> misc_feature
<222> (306)..(306)

148

coctgegtctg
gogocaagoo
cacctattat
caccctgtat

gcgtnnnnnn

&80

120

180
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<223> n = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,
GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (307)..(307)

<223>n = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, ATT, CTT, ATG, CCT, CAG, TCT, ACT, GTT o TAT

10
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<400> 250
caggtgcaat tgczadaaay tggtocgegce ctggtgazac cgagogaaac ccoctgagocig 60
acctgcaceg tttooggagy cagoattage agotattatt ggegetggat togeocagocoy 120
cchtgggaagg gtcectogagrtg gattggetat atttattata goggrtagcac caactataat 180
cocgagoctga aaagocgggt gaccattage gttgatactt cgaaasacca gtitagecotyg 240
aaactgagca gogtgacgge gecggatacg googhgtatt attgcgcegog tnnnnnnnnmn 300
nnnr:-.nnngat ntgaggocaa ggcacecTgg tgacggtTag ctcage 346

<210> 251

<211> 349

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; VH5

<220>
<221> misc_feature
<222> (314)..(314)

<223>n=TTT, CAT, ATT, CTT, AAT, CCT, TCT, GTT, TGG o TAT

<220>
<221> misc_feature
<222> (295)..(304)

<223> n = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, C CT, CAG, CGT, TCT, ACT,

GTT, TGG o TAT o una supresion

<220>
<221> misc_feature
<222> (305)..(307)

<223> n = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, C CT, CAG, CGT, TCT, ACT,

GTT, TGG o TAT

<220>
<221> misc_feature
<222> (308)..(310)

<223>n = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, ATT, CTT, ATG, CCT, CAG, TCT, ACT, GTT o TAT

<400> 251

149
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caggtgcaat
agctgcaaag
cctgggaagg
tctccgaget
cttcaatgga

nnnnnnnnnn

tggrtcagag
gttcoggata
gtctcgagtyg
ttcagggeca
gcagcctgaa

gatntgggge
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cggcgoggaa
tteetttacy
gatgggcatt
ggtgaccatt
agcgagogat

caaggcaccc

<210> 252
<211> 392
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética; VH6

<220>

<221> misc_feature
<222> (355)..(357)
<223>nnn =TTT, CAT, ATT, CTT, AAT, CCT, TCT, GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature
<222> (304)..(345)

<223> nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,

GTT, TGG o TAT o una supresion

<220>

<221> misc_feature
<222> (346)..(348)

<223> nnn = GCT, TGT, GAT, GAG, TTT, GGT, CAT, ATT, AAG, CTT, ATG, AAT, CCT, CAG, CGT, TCT, ACT,

GTT, TGG o TAT

<220>

<221> misc_feature
<222> (349)..(351)
<223>nnn = GCT, GAT, GAG, TTT, GGT, ATT, CTT, ATG, CCT, CAG, TCT, ACT, GTT o TAT

<400> 252

Jgrgaaaaaac
agctattgga
atttatccgg
agcgeggata
acggccatgt

tggtgacggt

cgggcyaaag
ttggctgogt
gcgatagoga
aaagcattag
attattgcge

tagctcage

cctgaaaatt
gcgeocagatg
tacccgttat
cacecgegtat

gegtnnnnnn

caggigoaat tgceacagic tggtocgggo ©Lggtgasas cgagccaasc cotgagschg

acctgtgcoga

cagtctcoctyg

cgtnnnnnnn

ggccaaggca

<210> 253
<211> 4151
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

nOnnnnnnnn

cocLgglgac

onnrnLnnn.

ggttagcica

ggccgtacst
atrtaccatca
coggaagata
fetotsielakelstalsts]

gc

150

cggcgtggas
attarcgiag
accoggatac

cggecgtgta

ttatigegoyg

RONGOIONNONR ngatonnogg

6

60

120

180

240

300

349



<220>

<223> Construccion sintética; pMORPH 18 Fab_5’

<400> 253
tctagataac
ggtttegota
ctgtctcoogg
tatcfggcqt
agcagccgtyg
accctgacca
tataccaccc
gotocogagcg
gtggtgtgoec
aacgcgctge
acctattcetc
tatgogtgog
ggcgaggeet
gcactcocttac
ggcggcggec
acctttageca
gtgagegoga

tttaccattt

gagggcaaaa
ccgtagegea
gcgaacgtgce
ggtaccagca
caactggggt
ttagcagcet
cgccgacctt
tgtttatttt
tgctgaacaa
aaagcggeaa
tgagcageac
aagtgaccca
gataagcatyg
cgttgcetett
tggtgcaacc
gctatgegat
ttagcagtag

cacgtgataa

ES 2 590 684 T3

aatgaaasag
ggccgatatc
gaccctgage
gaaaccaggt
ccocggogegt
ggaaccrgaa
tggcecagggt
tcegoogage
cttttatceg
cagccaggaa
cctgacccetg
tcaaggtctg
cgtaggagaa
cacooctgtt
gggcggcagce
gagctggatyg
cggcggcage

ttcgaaaaac

acagctatcyg
gtgctgacee
tgcagagcoga
caagsaccgc
tttagecgget
gactttgegg
acgaaagttg
gatgaacaac
cgtgaageoga
agcgigacecqg
agcaaaqgcdyg
agcagooegyg

zataaaatga

‘accaaagccg

ctgcgtctga
cgccaagcce
acctattatg

accoctgtate

151

cgattgcagt
agagccogge
gocagagogt
gtctattaat
ctggatcecgg
tgtattattg
aaattaaacg
tgaaaagogyg
aagttcagtyg
aacaggatag
attatgaaaa
tgactaaatc
aacaaagcac
aagtgcaatt
gctgcgcegge
ctygggaagyq
cggatagcgt

tgcaaatgaa

ggcactggct
gaccctgagc
gagcagcago
ttatggcgcey
cacggatttt
ccageagcat
tacggtggct
cacggcgage
gaaagtagac
caaagatage
acataaagrtyg
rtttaatcgt
rattgcactyg
ggtggaaage
ctcoggattt
tctegagtygg
gaaaggccgt

cagccotgegt

300

360

420

480

540

600

660

720

780

540

900
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dcggaaget s cggocgtgte ttattgegeg cgttggggcy gogatggott ttatgegatg 1140
gattatcggg gccaaggeac cotggigacyg gtitagctcag cgtogaccaa aggtccazcs 1200
gtgtricoge tggoioogag cagcaaaade accageggdog gcacggorige cotggactgc 1280
ctggttazag attattocoe ggaaccagtc accgtgaget ggaacagogg ggocgcigacae 1320
agcggoghbge atacctttcec gocdggtgcetyg caaagcoagog gococtgtatag cctgagcoage I38C
gttgtgaceg tgcocgagrag cagottagge actcagacet atatitgcaa cgtgaaccat 144¢
dsacogagea dcaccaasagt Jguataasaaa gtggsacoga saagogsatt cgggggaggg 1500
agogggageg gtgattttgse trtatgaaaag atggcaaacy ctaataaggyg ggotatgace
gassatgecyg atgaaaacygc gcotacagich gacgctaaag geazacttga ttctgtoges lg2c
actgattacg gtgetgotat cgatggtihtc attggtgacg tttococggect tgotaatggh 1680

aatggtgcta ctggtgattt tgctyggetet aattcccaaa tggeoicaagt cggtgacggt 1740

gataattcac ctitaatgaa taatttccogt caatatttac cttccctcocec teaategott 18co
gaatgicgoo ctttigtcoit tggcocgotggt asaccatatg aattitctat tgattghgac 1860
dasatzaact tatteocghgg tgtcotttgeg ttteootitat atgifgeocas cttiatgtat 1820
grtatiticta cgtttgctaz catactgegt aataaggaght cttgatezago ttgacergteo 1380
aagtgaaaas tggegeagat tgrgogacat Tttiffttgie tgcogttiza tgaaattgta 2040

sacgttasta tittgttaaa attcgogita aatitttgrt aaatcagetc atttittaac 2200
caataggecy aaatcggcas aastcoctiat aaatcaszaag aatagacoga gatagagttg 2160

agtgttgtte cagttiggaa casgagtoca ctattazags acgiggactic caacgtceaa 2220

gggcgaaaaa ccgtotatce gggegatgge ccactacgao aaccatcace ctaatcaagt 2280
TtttiggggT Cgacgigocg Taaagoacta azatcggaacce ctaaagggag <coceogattt 234G
agagcttgac Jggggasadgcs ggcgaacgtg gcgsgaazgs aagggaagaa agcgaaagga 2400
gogggogcte gggogotgge aagigtageog gtoacgstge goghaaccac cacaccogod 2460

cgchttasto cgocogotaca gggogogigo tagccatgtyg &gocaaaaggs cagcaazago 2520
= = =l o w o o

crcaggaacog ra&salagaos goghtgougy cgtttthcoca taggotocge coooctgacy 2580

agcatcacas azatogacys tcaagicaga ggtggcgaaa cccgacagga chtazeaagat 2640
accaggcgit tccoocctgga agetoecteg tgogotcotco tghiteggace ctgecgotta 2700
coggatacct gtocogocttht cotoeottogg gazgoeghtgge gofticteat agotcacoet 276G
graggtatct cagttcoggtg taggtcgtitc gofcocaaget Iggotgighyg ¢agcgaacceac 2820

1§
g
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w
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n
9]
u
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w
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T
]
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pus
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T
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aacccggtaa 2880

152



10

gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccocggcaa
cgcgceagaaa
agtggaacga
caccaataac
aattcattaa
gocageggea
gocgaagaagt
ttggoetgaga
cocgtaacacy
tcactccaga
acactatcec
ttcafcaggc
acggtcttta
actgactgaa
tatccagtga
aaaaatacgc
tctaatgtga
cgtatgttgt

gattacgaat

<210> 254
<211> 638
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; pMORPH18_ Proteina Fab

<400> 254

m
ot
t

atcgccactyg
tacagagttc
ctgcgetetyg
acaaaccacc
aaaaggatet
agactcacgt
tgeccttaaaa
gcattctgeco
Ltcagcacctt
tgteccatatt
Ccgaaaaacat
ccacatcttg
gcgatgaaaa
atatcaccaqg
gggcaagaat
aaaaggccgt
atgcctcaaa
tftttttctc
ccggtagtga
gttagctcac
gtggaattgt

t

Lo

ES 2 590 684 T3

gcagcageca
ttgaagtagt
ctgtagoeag
gctggtageyg
caagaagatc
taagggattt
aaattacgcce
gacatggaag
gtegeettgo
ggctacgttt
attctcaata
cgaatatatg
cgittcagtt
ctcaccgtot
gtgaataaag
aatatccage
atgttettta
cattttaget
tcttatttcea
tcattaggcea

gagcggataa

i—-'
m
[
[t
1

ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatett
tggtcagate
cecgecctgee
ccatcacaaa
gtataatatt
aaatcaaaac
aaccetttag
tgtagaaact
tgctecatgga
ttcattgeca
gccggataaa
tgaacggtct
cgatgceatt
tccttagete
ttatggtgaa
ccccaggett

caatttcaca

Ala
10

153

gattagcaga
cggctacact
aaaaagaqgtt
tgtttgecaag
ttctacgggg
tagcaccagyg
actcatcgea
cggcatgatg
tgcecatagt
tggtgaaact
ggaaatagge
gocoggaaatc
aaacggtgta
tacggaactc
acttgtgett
ggttataggt
gggatatatc
ctgaaaatct
agttggaacc
tacactttat

caggaaacag

gcgaggtatg
agaagaacaq
ggtagctcett
cagcagatta
tctgacgeta
cgtttaagay
gtactgttgs
aacctgaatc
gaaaacggdg
cacccaggga
caggttttca
gtcgtggtat
acaagggtga
cgggtgagea
atttttettt
acattgagca
dacggtggta
cgataactca
tcacccgacy
gcotteegget

ctatgaccat

~

Val Ala Leu Rla Gly Phe

.5

b

2940

13000

-

2la

30860

3120

3240

3300

3360

34240

34890

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3860

4020

40890

4140

4151



Thr

Ser 1

Ser

Ala

€5

Fro

His

Lys

Glu

145

Phe

Gln

Ser

Ser
225

Thr

YVal

Val
50

Pro

Ala

Tyr
Arg
130

G1ln

Ser
Thr
Lys
210

Pro

Ile

Lla

Ser

=
]

Ser

Arg

Arg

Ser

Thr

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr
165

RHis -

Val

Ala

Gln

20

Pro

Ser

Leu

Phe

Leu
100

Thr E

Lys

Arg

Bsn
180

Thz

Ala

Gly

Ser

Leu

Ser

85

Glu

Ala

Ser Gl

Glu
165

Val

Lys

Ala
245

ES 2 590 684 T3

Asp

Glu

Tyr

Tle

10

Gly

Pro

Pro

Ala

Eln

Ser

Tyr

Leu

Ile

Aryg

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

135

Th

[}

Lys

Glu

FPhea

Leu

Val

Ala

44

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

120

Ser

Ala

Val

Thr

200

Cys

Asn

Ero

154

Leu

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

105

Gly

Val

Ser

Gln

Val

185

Glu

Arg

Leu

Thr

Leu

Ty

Ser

Gly

90

Ala

Gln

Phe

Vel

Trp

170

Thr

Thr

Val

ay
[
Lt

Leu

250

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Val

Gly

Ile

Val

155

Lys

Glu

Leu

; Glu

235

Phe

Ser

Cys

Gln

60

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

140

Cys

Val

Gln

Ser

His

220

Ala

Thr

Pro

Arg

45

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lye

125

Fro

Leu

hsp

Asp

Lys !

205

Gln

Met

Pro

Ala

30

Ala

Pro

Thr

Thr

Cys

110

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Glw

Lys

Thr

Ser

Gly

Leu

95

Glu

Ser

Eia

175

Lys

RAsp

Leu

Gln

Thr
2558

Leu

Gln

Gln

Val

80

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

i60

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ser

240

Lys



Tyr

Val

+3

Cvs

Val
385

Ala

Ser

Pro

Lys
465

e

1

Gln

Ser

Ser

Lys

Leu

ALa

Leu

-1
[ 52

[

Met

Ala

Gly

Gln

L) B
th KR
LI e}

Thr

Fro

Asn

Gln
435

0]
b
=

1A
{
t

Gly

Gln
260

Lrg

Try

T .
e

L5+

)]
S ]
L)

Ser

=
b
[

Leau

Ser

Phe
325

Ala

Leu

405

Gly

Ser

Leu

Ser

ES 2 590 684 T3

Ser

Val

Gly S

310

Thr

Ser

Gly

Thxr

Val

Ala

Gy
—
el

Glu

Cys

Leu

-4

b

1)

¢3]
M
R

Lvs

Leu

1]
o

p-

Gly Thr

[£2]
0}
[}

Ser Gl

Ala
280

Gin

Ser

Arg

Ala

345

Phe

Lys

155

Ser

Ser

Bsp

330

Glu

Tyr

Leu

Tyr

Zly

Gly

Asn

Lsp

Lla

93]
1]
&1

Fro

Ser

Leu

Fhe

Jer

Met

Glu

His

Ser

£60

Giu

Thr
285

Tyr

Lys

Ala

Pro

s Asn

B 0]
] o
[ R

Fhe

Ala

Asn

Val

350

Tyr

Gly

Phe

430

Vali

Val

Glu

Asp

Thr

335

Tyr

Tre

ero

Thxr V

415

Pro

Thr

> Gly

Ly
{
a1

Trp

Ser

3290

Leu

LY

Gly

His

Giu
480

Rla



10

Asn Rla

Fro

Asn Lys

500

Esp

Ala Thr G

Asp

Gly Phe

; Rsp

ES 2 590 684 T3

Met

; Lys

(WA ]

th o
[

Ser

565

Ser

Fro

Gln Ser

Thr

Ala

Val

Gly

Leu

Glu

490

Asn Ala

Val

Ser

Val

Asn

355

T Asn

e

Ser G

Esp

Ala T

Ser

Asn

Ley

Phe

Fhe

2la

2rg

Val

3
<
H

Asn

Ala

Phne

Tyr Glu

o kg
LR

o

<
1]
—
"
=
in

Fhe
€15

Phe Ar

Val
625

als
£30

he Fhe Asn

<210> 255

<211> 5020

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; pMORPH x9

<400> 255

Phe Se

atcgtgetga
tgtagcggca
gggacggcege
cgttttageg
gaagacgaag

ggcacgaagt

cccageocgcc
gcagcagcaa
cgaaactget
gatccazaag
cggattatta

ttaaccgttc

ttcagtgagt
cattggcage
gatttatgat
cggcaccage
ttgccagage

ttggccagec

r Ile
00

e}

y Leu

Ile Leu

gycgcaccay
aactatgtga
aacaaccagc
gcgagecLty
tatgacatgce

gaaagcogea

156

Tyr

Arg

Esp

Val Ala

620

Lys

P

Lo

tn

gtcagogtgt
goiggtacca
gtccetcagg
cgattacgay
ctcaggctgt

ccgagtgtyga

580

Lvs Tle
605

Thr Phe Met

gaccatctcyg
geagttgece
cgbgeoocggat
cctgcaaagce
gtttggegge

cgctgtttce

Asn

Leu

Gly

Gln
560

Tyr

Leu

60
120
180
2490
300

360



googagoagc
ttatccggga
ggagaccacc
cctgacgeck
gagcaccgrg
taaaatgaaa
caaagcoeag
gaccctgaco
gattcgocoag
taagtattat
tcaggtggtyg
gcgttetecet
tagctcaged
cagoggogge
cgtgéqctgg
aagcagogygc
tcagacctat
ggaaccgaaa
cccgcagttt
acattttttt
acatgaaatt
cteatttttt
cgagataggg
ctccaacgtc
accctaatca
gagccccoga
gaaagcgaaa
caccacaccc

cggaccggyyg

gaagaattgce
goccgtgacag
acaccctéca
gagcagtgga
gaaaasaccg
caaagcacta
gtgcaatrga
tgtaccttit
ccgeoctggga
ageaccageoc
ctgactatga
cgttatcgtg
tcgaccaaag
acggctgcco
daacagcggaqg
ctgtatageoo
atttgcaacyg
adcgaattcg
gaaazatgat
tgtctgeceogt
gtaaacgtta
aaccaataqgg
ttgagtgtty
aaagggegaa
agtttrttgg
tttagagctt
Jggagcgggeg
gecogegetta

gggggcttaa

ES 2 590 684 T3

aggcgaacaa
tggcctggaa
aacaaagcaa
agtcccacag
ttgogeoogac
ttgcactgge
aagaaagcgg
cecggatttag
aagcoctega
tgaaaacqeg
ccaacatgga
gtgocttttga
gtccaagogt
tgggoctgcct
cgctgaccag
tgagcagcegt
tgaaccataa
actataaaga
aagcttgacc
ttaattaaag
atattttgtt
cogaaategy
Ltccagttty
agaccgteta
cgtcgagyry
gacgggdgaaa
ctagggcaoct
atgcgecygcet

gtgggctgca

agcgaccctyg
ggcagatagce
caacaagtac
aagctacageo
tgaggcctga
actcttaccyg
cocggooctg
cctgtocacg
grggctgget
tctgaccatt
cocggtggat
ttattgggge
gqrttccgctyg
ggttazagat
cggcegtgeat
tgtgaccgtqg
accgagcaac
tgacgatgac
tgtgaagtga
99993999399
aazattcgeg
cazaatococct
gaacaagagt
tcagggogat
ccgtaaageoa
gocggegaac
ggcaagtgta
aCcagggegayg

agacaaadcyg

157

gtgtgceotga
agcecccogtca
gcggecagcoa
tgccaggtea
taagcatgcg
ttgctettea
gtgaaaccga
tctggegttyg
ctgattgatt
agcaaagata
acggecacct
caaggcaccc
goctroccgagcoa
tatetcocgg
acctttcegg
cocgageagea
accazagogg
azaggegogso
aaaatggcge
gceggectgg
ttaaattttt
tataaatcaa
ccactattaa
ggcccactac
ctaaatcggs

gtggcgagaa

tgctagacta

gochectgte

ttagcgactt
aggcgggagt
gctatctgag
cgcatgagygy
taggagaaaa
ccoctgtrac
cccaaacect
gcgtgggetg
gagatgatga
crtcgazaaa
attattgegc
tggtgacggt
gcagaagcac
aaccagtcac
cggtgctgea
gocttaggcac
ataaaaaagt
cgtggagceca
agattgtgcy
gggggggtgt
gttaaatcag
aagaatagac
agaacgtgga
gagaaccatc
accctaaadg
aggaaggdgaa
tgcgegtaac
gtgtttaaac

aggaageoge

420
480
540
600
660
720
780
84d
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1560
1560
1620
1680
17440
1800
1960
1520
1980
2040

<100



aaaaccgygac
agtgagatat
agctaacago
agecgrostea
taacgccocgga
avagttzata
ggcttcgacyg

gogagattta

ataccagygcy
taccggatac

ctgtaggrat

agtatItggt

tigatcogge

cggTocacas

actataacatg

atggcactce
tiatgeceage
gcgatttgct
Tgggagaaaa
acattagtge
atcagoecac

ccgettogtt

ES 2 590 684 T3

gooogotitte
ggggagaggce
gcaacagotyg

sgstttgeoa

tgguaacgat
agtcgeotte
cageocagacyg
ggtggeccaa
Taatactgtt

aggcagetta

cagtcgggaa
ggtttgcgta
attgecccoctte
cagcaggcoga
ggtatcgteg
ggcacgcatt
gccctecatte
coegttocget

cagac

2
[
te
I}
r:

tgcgaccaga
gatgggtgtc
cacagcaata

cgcgagaaga

agagacaceqg
gaattgactc
gotagceatyg

ggocgTTtttce

158

acctoteogt

u

W

ttgggagee
aCCgCCEges
aaatooctghtt
tatzoccacta
gegosoagog
agcatttgca
atcggctgaa

gagacagaac

tcttceocggge
tgagcaaasg
cataggetncoo

3ECCCJACEg

gyaazaagagy

thtgrttgca

tgatggtggt
ccgzgatgte
ccatctgatao
tggtttgttg
ttitgattgcy
ttaatggges
ccagrogegt
catcazagaaa
catoccagogg

cogetttaca

gcrtatcatge
gccagcaaaa

geeccactga

ctagaagaac

[ g

tggtagcte

agcagcegat

2760

2820

2880

294G



10

15

20

tacgcgcaga
tcagtggaac
ggcaccaata
gtaattcatt
tegecagegyg
gggcgaagaa
gattggctga
caccgtaaca
attcactcca
gaacactatc
cattcatcag
ttacggtctt
caactgactyg
tatatccagt
Caaaéaatac
cgtctaatgt
ctogtatgtt
atgattacga

agtggcactyg

aaaaaaggat
gaaaactcac
actgccttaa
aagcattctg
catcageace
gttgtocata
gatgaaaaac
cgacacatct
gagcgatgaa
ccatatcacc
gcgggcaaga
taaaaagygcce
aaatgcctca
gattttttec
geecggtagt
gagttagote
gtgtggaatt
aﬁttctagat

gotggttteg

ES 2 590 684 T3

ctcaagaaga
gttaagggat.
aaaaattacg
ccgacatgga
ttgtegectt
ttggetacgt
atattctcaa
tgcgaatata
aacgtctcag
agctcaccgt
atgtgaataa
gtaatatcca
aaatgttctt
tccatttltag
gatctrattt
actcattagg
grgagoggak
aacgagggca

ctaccgtage

<210> 256

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 256

Rla GIlu Phe

1

<210> 257

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 257

Tcctttgatco
tttggtcayga
cccogeoooty
agccatcaca
gegtataata
ttaaatcaaa
taaacccttt
tgtgragaaa
tttgctecatg
ctttcattge
aggeccggata
goctgaacggt
tacgatgcocca
cttocecttage
cattatggtg
caccccagge
aacaatttca

sadaaatgaaa

gcaggoogat

ttttoctacgg
totageacoa
ceactcateg
aacggcatga
tttgcccata
actggtgaaa
agggaaatayg
ctgeccggaaa
gaaaacggtyg
catacggaac
aaacttgtgc
ctggttatag
ttgggatata
toctgaaaat
aaagttggaa
tttacactrt
cacaggaaac

aagacagcta

Arg His Asp Cy¥s
[

o

159

ggtctgacgco
ggcgtttaag
cagtactgtt
tgaacctgaa
gtgaaaacgg
ctcacccaqq
gocaggtrttte
tocgtegtggt
taacaagggt
tcecgggtgag
ttatttttct
gtacattgag
tcaacqggtygy

tcgataact
cctecaccocoga
atgcttcogg
agctatgace

tcgecgattge

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4880

5020



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 258

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 258

<210> 259

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 259

<210> 260

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 260

<210> 261

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<900> 261

<210> 262

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

ES 2 590 684 T3

Eiu The Arg His Asp Ser Cys
1 5

Phe Axrg His Asp Ser Gly Cys
1 5

Arg His Asp Ser Gly Tyr Cys
1 . 5

Asp Ser Gly Tyr Glu Val Cys

i 3

160



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 262

<210> 263

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 263

<210> 264

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 264

<210> 265

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 265

<210> 266

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 266

ES 2 590 684 T3

Ser Gly Tyr Glu Val His Cys
1 3

Tyvr Glu Val His His Gln Cys
1 5

Glu Val His His Gln Lys Cys

1 )

Val His His Gln Lys Leu Cys

161
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 267

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 267

<210> 268

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 268

<210> 269

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 269

<210> 270

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 270

<210> 271

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 590 684 T3

His His Gln Lys Leu Val Cys
1 3

His 3iln Lys Leu Val FPhe Cys
1 . 5

Gln Lys Leu Val Phe Phe Cys
1 5

Lys Leu Val Phe Phe Rls Cys
1 5

Leuw Val Phe Phe Ala Glu Cys
1 5

162
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<223> Construccion sintética

<400> 271

<210> 272

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 272

<210> 273

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 273

<210> 274
<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 274

<210> 275

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 275

<210> 276

ES 2 590 684 T3

Val Phe Phe Ala Glu Asp Cys
1 5

Phe Phe Ala Glu Asp Val Cys
1 5

Ela Glu Asp Val Gly Ser Cys
1 g

Glu fsp Val Gly Ser Asn Cys
1 3
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<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 276

<210> 277

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 277

<210> 278

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 278

<210> 279

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 279

<210> 280

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 280

ES 2 590 684 T3

Rsp Val Gly Ser Asn Lys Cys
1 5

Val Gly Ser Asn Lys Gly Cys
z 5

Gly Ser Asn Lys Gly Ala Cys
H 5

Cys Ser Rsn Lys Gly Rla Ile
1 5
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<210> 281

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 281

<210> 282

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 282

<210> 283

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 283

<210> 284

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 284

<210> 285

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

ES 2 590 684 T3

Cys Asn Lys Gly Ala Ile Ile
13 5

Cys Lys Gly Ala Ile Ile Gly
1 5

Cys Gly Leu Met Val Gly Gly
1 5

Cys Met Val Gly Gly Val Val
1 5

Cys Gly Gly Val val Ile &lsa
i 5
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ES 2 590 684 T3

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 1 A beta

<400> 285

Ala Glu Phe Arg His Asp

- 2

<210> 286

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 2 A beta

<400> 286

Glu Phe Arg His Asp Ser Gly
1 5

<210> 287

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 3 A beta

<400> 287

Glu Phe Arg His Asp
b 3

<210> 288

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 4 A beta

<400> 288
His Asp Ser Gly
1

<210> 289

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 5 A beta

<400> 289

His His Gln Lys Leu
1 5

<210> 290
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ES 2 590 684 T3

<211>6
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 6 A beta

<400> 290

Leu Wal Pne Phe Ala Glu

1 5

<210> 291

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 7 A beta

<400> 291

Val Phe Phe Ala Glu &asp

1 5

<210> 292

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 8 A beta

<400> 292

Vai Phe Phe Ala
9

<210> 293

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética; péptido 9 A beta

<400> 293

Prhe Phe Rla Glu Asp Val
3

5

<210> 294

<211> 360

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 294
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<210>
<211>
<212>

caattggtgyg
goggoctecyg
aagyggtctog
tetgttaagg

atgaacagec

gctogttatt

295
120
PRT

aaageggcygg
gatttacctt
agtgggtgag
gtogttthac

tgcgegegga

ategttattt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>

<210>
<211>
<212>

295

Gln Leu

1

Arg Leu

Ser 7

oy
in H

Met A

Leu Thr

296
360
ADN

Val Glu

Ser C

o
Cr g
n

Lys

3er Leu

o
o

His

Leu Val

15

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética

Arg G

Ser

H

g Rla

Tyr Ala

3
&)
[

ES 2 590 684 T3

cggectggtyg
tagcagcotat
cgttatttet
catttcacgt

agatacggcc

tgatgtttgg

Gly

41
furt
et

Ala

Ser

Arg

Arg

Arg

Val Ser

: Asp

caaccgggeg
gcgatgaget
gagaagtcte
gataattcga

gigtattatt

ggccaaggea

Leu

Gly

Ile

Tyr T

Esn

Thr

Lr

105

Ser
120

168

Val G
10

Aia
30

Tyr Phe

geagcooctgeyg
gggrgcgcea
gttttattta
aaaacaccct

gcgegegtat

ccctggtgac

n Pro

bt

431
[
1

Phe

Leu Glu

Asp
&0

n Thr

Lhotn

Val Tyr

Asp

tctgagctge
agcceetggy
ttatgctgat
gtatctgcaa

tactcattat

ggttagetea

Tre

45

Ser

Leu

TYYT

Val

Gly

Tyr

Val

Cys &

Trp

114G

Ser

Lys

W
LA
f1:

1]
P
s

Leu G

60
120
180
240

300

360

Leu

Val

Gly
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atgaacagcece

gostegttatt

<210> 297
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 297

Leu
Leu
Trp

Ile Ser

50

Arg Phe

65

Met Asn

Thr

Leu

Gly Thr

<210> 298
<211> 360
<212> ADN

<400> 296
caattggtgy aazge
Joggocnocyg gattt

Val

Ser

Val

35

Glu

Thr

Ser

vt
o]

1
Lo}

o]
9]
0
Ins

Glu

Cys

20

Arg

Thx

ile

e
[iH
[

Tyr
100

WVal

[iw]

o

Ala

Gln

Ser

Ser Arg

Arg Ala

Ala

Thr

ES 2 590 684 T3

cggoctggty

L9

T
)
v
¥
Y
LI}
)
T
1]
¢l

cgotattte:
catticacg
agatacggcs

tgatgoitag

Gly Gly

Ela

Ser

Ala

Ile

Lsp

70

Glu

Arg

Tyr

Val Ser

Lt

gagacticta
gataattcga
gtgtattatt

ggccaaggca

Val
10

Leu

Phe
25

Gly Thr

Gly
40

Lys Gly

Lyvs Tyr Tyr

Asn Ser Lys

Thy Ala

20

Asp

Tyr Arg

105

Tyr

Ser
120

169

gcagoctgag

gggtgcgeea

ttegtaagta
aaaacaccct

gecgegegtet

Gln Pro

Phe 3er

Leu Glu

45

Ala Asp

60

Asn Thr

T3

Val Tyr Ty

Phe Asp

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Val

tcigagectge

agccectggy

tratgctgat
gtatcutgcaa
Tactcattat

Jggmtagctcea

Ser
15

Gly

Tyr Ala

30

Val Ser

Val

Tyr Leu

80

Ala
g5

Trp
110

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

Arg

Gln

60

120

180

300

360



10

15

20

ES 2 590 684 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 298

caattggtgy as&agcyggogy cggcscigoty

goggocetoog gathtacoit tagcagotat

aagggtctcg agigggtgag cgttatttes

Totgutaagg gtegtttitac catticacg:s

atgaacagee tgogtgcgcga agatacggcos

gotoghtratt atogttaitt tgatotttog

<210> 299
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 299

Gln Leu Val Glu Ser Gly

el
—
u1}

4rg Leu Ser Cys Rla

Lo
Nal
(R4

W

Arg Phe Thr Ile

Ly
(13
H
H=d
o]

e
O
-
[

Metr Asn Ser 1su Rrg Rla
E

Lzu Thr His Tyr Als Arg

o
—
L
3
I
H
L 1]
<
a
t_l
1
o
[
41

=
A ogs

Gly

Ser

Tyr

5]
m
b4

Caaccgdycy gcagoctgcg tctgagctgo
gogatgaget gggtgcgcocca agocooctggg
cagactggtc gtaagatitae ttatgotgat
gataaticga =aaacaccci gtatcocigcaa
gtgtattsatsc gogcocgcocgich tactcattat
ggccaaggea coctggtgac ggttagctca
Gly Leu Val Cln Pro Gly Gly Ser
10 15
Gly Phe Thr Phe Zer Ser Tyr Rla
25 30
Giy Lys Gly Leu Glu Trp Val 3Ser
&0 £5
Ile Tyr Tyr Ala Rsp Ser Val Lys
60
Asn Sey Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
=
Asp Thr Ale Val Tyr Tyr Cys Ala
9% 55
Tyvr Arg Tyr Phe Rsp Val Trp Gly G
108 110
Ser
120

170

Leu

Mext

Val

0
—
L

Eln
80
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<210> 300
<211> 360
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 300

caattggtygg
geggectecg
aagyggtcteg
tctgttaagyg
atgaacagcce

gctegttatt

<210> 301
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 301

aaagegygegy
gatttacctt
agtgggtgag
gtegttttac
tgcgtgcgga

ategttattt

ES 2 590 684 T3

cggcctyggty
tagcagctat
cgttattect
catttcacgt
agatacggaec

tgatgtttgy

caaccgggeg
gcgatgaget
cagactggte
gataattcga
gtgtattatt

ggccaaggca

171

gcagcctgeg
gggtacgeca
gtaagattta
aagacacccet
gcgegegtcet

ccectggtgac

tetgagetge
agcecctggyg
ttatgctgat
gtatctgeaa
tactcattat

ggttagctca

60

120

180

240

300

360
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ES 2 590 684 T3

Gin Leu Val Giu Ser Gly Gly Gly Leu Val
1 5 10
Arg Leu Ser Cys Als Als Ser Gly Phe Thr
Z20 25
Ser Trp Val Arg Gln Rla Pro Gly Lys Gly
35 4G
Ile Ser Gln Thr Gly &rg Lys Ile Tyr Tyr
3C =5
&rg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lvs
65 70
Mat Asn Ser Leu Arg Als Giu Asp Thr Rle
85 a0
Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyxr Tyr Arg Tyr
oo 105
Giy Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser
1.5 126G
<210> 302
<211> 360
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 302
caattggtgg azagcggcgg cggectggtg caaccgggceyg
gcggeoctocog gatttacctt tagcagetat geogatgaget
aagggtctcg agtgggtgag cgttatttct gagactggta
tctgttaagg gtegttttac catttceacgt gataattcega
atgaacagce tgegtgegyga agatacggeoco gtgtattatt
getogttatt ategttattt tgatgtttgg ggccaaggca
<210> 303
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

172

Gin Pro

Phe

in
D

Ser

Leu Glu

=N |

2la

Asp

gcagectgeg
gggtgcgcca
agaatattta
agaaacaccct
gogogegtet

cectggtgac

Gly Gly

(W20 o]

Ser

Leu

Ty

Val

[

IS 1)

Val

o]

Yzl Lys

Tyr

nelw

hla
95

e |

]

'
k.

tctgagetge
agccecetggy
ttatgotgat
gtatctgcaa
tactcattat

ggttagctca

Leu

Met

Val

Gly

Gln

810

Ar

60

120

180

240

300

360
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15

ES 2 590 684 T3

<400> 303
Sln Leu Val Glu Ser Glvyv Gly Gly Leu Val
1 3 10
4rg Leu Ser Cys Bla &lz Ser Gly Phe Thr
20 25
Ser Trp Val Arg Gln 2la Proc Giv Lys Gly
3 40
Ile Ser Glu Thr Gly Lvs Asn Ile Tvr Tyr
3 55
Lrg Fhe Tnr Iie Ser Rrg Asp Asn Ser Lys
65 10
Met Asn Ser leu Arg Ala Glu Asp Tnr &la
85 90
Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyr Tyr Arg Tyr
100 105
3ly Thr Leuw Val Thr Val Sexr Ser
1132 120
<210> 304
<211> 360
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 304
caatiggtgg aaagcggcegyg cggcctagtyg caaccgggog
geggoetoey gatttaccett tagcagetat gogatgage:
aagggtctcg agtgggtgag cgotatttct gagactggta
totgttaagy gtcocgttttac catttcacgt gataattcega
atgaacagcc tgoghtgcgyga agatacggcs gtgtatiatt
gotegttatt atcgttattt tgatgictgs ggccaaggca
<210> 305
<211>120

173

Gln

[

Fro

Fhe

Ser

Leu Gia

g b3
i1ty

Lsn

-
15

Val

Esp

gcagecctgeg
gggtgcgeca
agaatatita
asaacazcct
gegegegtet

ccetggrgac

Ser

Ser

Leu

tel
73]
i
o
=
1
H
L—I

[l

(AR |

7

Val

Tyr Leu

tctgagezge
agcccctyggyg
ttatgetgat
gtatctgcasz
tactcattat

ggttagctca

{3

Met

Ser Va

Gly

Gin

180

240

300

360



ES 2 590 684 T3

20

174

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 305
Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu
1 5 10 15
Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met
20 25 30
Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Val
35 40 45
Tle Ser Glu Thr Gly Lys Asn Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
50 55 60
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys 2sn Thr Lsu Tyr Leu Gln
65 70 75 80
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
85 90 95
Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyr Tyr Rrg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gin
10C 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 306
<211> 360
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 306
caattggtgg aaagcggegyg cggectggtyg caaccgggeg gcagcocctgog totgagetge 60
gcggoctoog gatttaccett tagecagectat gogatgaget gggtgcgoca agooccoctggg 120
aaggotcoteg agtgggtgag cgctattict gagtctgatas agactaagta ttatgoctgat 180
totgttaagg gteogttttac catttcacght gataattoga aaaacaccct gtatctgcaa 240
atgaacagcec tgocgtgcgga agatacggece gtgtattatt gogegegtcoct tactcattat 300
grtogttatt atcgttattt tgatgtttgg ggccaaggea coctggtgac ggttagetca 360



ES 2 590 684 T3

<210> 307
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 307
Gln Leu ¥Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu
1 5 13 15
Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Tnr Phe Ser Ser Tyr Rla Me:
th 2% 3%
Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Giy Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala
35 40 45
Ile 52r Glu Ser Gly Lys Thr Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
30 =] 60

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
63 70 75 80

Me= Asn Se=r Leu Arg Ala Glu Asp Thr &la Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
85 80 95

Leu Thr Eis Tyr Rla Arg Tyr Tyr Phe Gln

100

o
s
th

is)
<
m
'—l
=
b
o]
o)
—

s

[l 4

[RIRTs]
(2]

W

[

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
il5 120
<210> 308
<211> 372
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 308

175
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20

caattggtag
goggoctoog
aagggtcteg
tctgttaagg
atgaacagcc

actcataage

aaagcggcegyg
garttacore
agtgggtgag
gtcgtttiac
tgogtgogga

ctitatgghbta

acggttagat <a

<210> 309
<211> 124
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 309

Gln Leu &

1

Arg

Ser

Ile

Thr

1 Ser

Gly

Lys

Val

=)
3]
el

Gly
115

<210> 310

<211> 372

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

5

T

ES 2 590 684 T3

cggectggty
tagcagetat
cgctattaat
catttcacgt
agatacggce

tgttogttat

Fro

y Met

tn
o1

er Arg Asp

Alz Glu
hr

His

Leu

caaccgyggey geageetgog tetgagetge
gogatgagot gggtgcgoca agoccootggy
ggtactggta tgaagaagta ttatgctgat
gataattcga asaacaccct gtatctgcaa
gtgtattatt gcgcgegtgg taagggtaat
tttgatgttt ggggocaagyg caccctggtyg
Gly Zeu ¥al Gln Pro Gly Giy Ser
15
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
25 30
Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
4G 45
Lys Tyr Tyr Alz Asp 3Jer Val Lys
60
Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
75
Esp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
90 95
Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe
105 110
Val Thr Val Ser Ser
120

176

180
240
200
360

372

Leu

Met

Asp
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15

<400> 310

caattggtygg
gocggoctecyg
aagggteteg
tetgttaagg
atgaacagcc
actcataagce

acggttagct

aaagcggcgg
gatttacctt
agtgggtgag
gtegttitac
tgcgtgecgga
cttatggtta

ca

ES 2 590 684 T3

cggectyggtyg
tagcagcetat
cgctattaat
catttcacgt
agatacggcc

tgttegttat

<210> 311

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 311

Gin l=u Gla 3

o)
} ]
ot
[
oo
Wl

Leu Cys Ala

240

Val Gin Ala Pro

35

Zle Asn Tyr Asn Arg

50 55

Arg Phe
65 70

Asp

e
[
A1)
[
fr-r
[

Arg

=

gh

Asn Ser Leu

Esn Thr

1030

Giy Lys Lys

Gily Gln Thr Leu

115

<210> 312

caacegggog
gegatgaget
tataatggtyg
gataaticga
gtgtattatt

trigatgttt

Gly

Giy I

40

Iie T

Ser

Asn

Thr

Asp

Fro

Val T
120

177

Leu Va

Lys

Ala
54

geagectgeg
gggtgcgceca
ctegtatita
aaaacaccct
gcgegegtag

ggggccaagg

Phe

Leu Giu

Ala Asp

Asr: Thr

-~

o]

Val
Val

Tyr

Ser Ser

G

Ser

tctgagetge
agcccctggyg
ttatgctgat
gtatctgcaa
taagggtaat

caccotggty

kla

o Val Ser

Val

Lys

neu

Tyr

Ala

95

Phe

60
120
180
240
300
360

372

Leu

Met

Ela

Gly

Gln

80

Asp
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<211> 372
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 312

caattggtgg
gcggecteeyg
aagggtctcg
tctgttaagg
atgaacagco

actcataage

aaagcyggcgyg
gatttacctt
agtyggtgag
gtcgttttac
tgcgtgcgga

cttatggtta

acggttagct ca

<210> 313
<211> 124
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 313

ES 2 590 684 T3

cggooctggtyg
tagcagctat
cgctattaat
catttcacgr
agatacggce

tgttegttat

caaccgggcyg
gcgatgagct
gctgatggta
gataattcga
grgtattatt

tttgatgtet

178

gcagceotgoeg
gggtgcgcecea
atcgtaagta
aaaacaccct
gegegegtag

ggggccaadgy

tctgagetge
agcccctggyg
ttatgctgac
gqtatctgcaa
raagggtaat

caccctggtyg

&0

120

186

240

300

ta
-]
[
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in Leu

[
-
ju|

Arg I

Saxr

Arg
65

Met

Val

<210> 314
<211> 372
<212> ADN

Tre

Lsn

Lys

Val Glu

Ser (Cys A

20

Val
35

Ser Leu

100

1t

[

[
0
—
e

(WA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 314

castTggtygy

<210> 315
<211> 124
<212> PRT

aaagcgycyy

T gatttacctt

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gin

Lsn Thr

ES 2 590 684 T3

Gly

Ser Gly

Ala Fro

Ala

His Lys Pro

Thr Lesu Val

120

agatacgycs gty

tgttcgttat

179

Leu

Tyr

Lys

7

Val

Pro

Ser

Gla T

Tyr Val

Ser

Lo
i
H

grageotgey
gggtgecgeca
atcgtaagts
aaaacaccoct
gegegegtag

Jgggctaaqgy

Gly Gly

Ser

Leu

Tyr T

Ser
15

Tyr Ala

30

Val

Ser

Val Lys

Leu

Tyr Phe

110

tctgagetge

taagggtaat

cacectggty

—

Gln
80

Arg

Asp

&0

120

180

300

360

72

8]
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<223> Construccion sintética

<400> 315

Gln Leu

1

&rg Leu

Ser Trp

Val Glu

Ser

Val

Ser

Cys Ala

20

Arg Gln

35

Asn
50

Ile

Arg Phe

65

Met Asn
Gly

Val Trp

Ala

Thr

Ser

Gly

Gly

Asp Gly

Ile Ser

Ley Arg

85

Asn Thr

109

Gln Gly

115

<210> 316
<211> 372
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 316

aagcytetoy

toctgttaagg
argaacagsce
actcataage

acggttaget

<210> 317
<211> 124

gtcgttttac
tgogtgcgga
cttatggtta

ca

ES 2 590 684 T3

Gly Gly

Ala Ser

Ala

Asn Arg

55

Arg
70

Asp
Ala Glu
His

Lys

Thr Leu

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Fro

Val

Val
10

Leu

Phe
25

Thr
Lys Gly
Tyr Tyr
Ser Lys

Thr

Tyr
105

Gly

Thr Val

120

catttcacgt
agatacggoe

tguicgtLat

gataaticga
gtgtattat:

Tttgatgtte

180

Gln Pro

Phe Ser

Leu Glu

Gly

Ser

Trp

Ser
15

Gly

Tyr Ala

30

Vai Ser

45

Ala Asp

60

Asn Thr

75

Val Tyr

Tyr Val

Ser Ser

goageotgesg
gggtgcgeca

ataagaagta

aaaacaccct
gegegegtgg

ggggceazgy

Ser

Leu

Tyr

Arg

Val Lys

Leu

Tyr

Ala
S5

Cys

Tyr Fhe

110

tatgagotgs
agceoctyggy

tratgeotgat

gTatctgcaa
taagggtaat

caccbtgg:g

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

g0

Arg

Asp
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15

20

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 317

Gln Leu Val
1

Arg Leu Ser

Ser Trp Val
35

Ile Asn Ala
50

Arg Phe Thr
65

Met Asn Ser

Gly Lys Gly

Val Trp Gly

115
<210> 318
<211> 372
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Glu

Cys

20

Arg

Asn

Ile

Leu

Asn

100

Eln

<223> Construccion sintética

<400> 318

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

85

Thr

Gly

ES 2 590 684 T3

Gly

Ala

Ala

Tyr

Arg

70

Ala

His

Thr

Gly

Ser

Pro

Lys

55

Asp

Glu

Lys

Leun

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Fro

Val
124

181

Leu

Phe
25

Lys

Tyr

Ser

Thr

Tyr

105

Thr

Val

10

Thr

Gly

Tvr

Lys

Ala

80

Gly

Val

Gln

Phe

Lel

Ala

Aen

75

Val

Tyr

Ser

Pro

Ser

Glu

Asp

60

Thr

Tyr

Val

Ser

Gly

Ser

Trp

45

Ser

Leu

Tyr

Arg

Gly

Tyr

30

Val

Val

Tyr

Cys

Tyr
110

Ser

13

Ala

Ser

Lys

Leu

Ala

85

Phie

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

BO

Asp



ES 2 590 684 T3

caattggtgs aaagceggodg cggcctygghty caaccggygeg geagoctgceg toigagotge 60
gcggectoog gattlacctt tageagetat gegatgaget gggtgogoca agecsciggg 120
aagyggtctcy agigyggtygag cgctattast goctaatggti ataagaagta tratgctgat 180
tctgttaagy gtogttitas catttcacygt gataattcga asaacaccct gtatcigeaa 240
atgaacagce tgocgtgcgga agatacggece gtgtattatt gogegegigyg taagggtaat 300
actcataage ctitatggtta tgttcgutat tttgatgitt ggggccaagg caccctggtg 350
acggttagct ca 372

<210> 319

<211>124

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 319

Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly GiLy Lea Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu

1 . 5 10 15

t
jua
D
L0
L1}
H

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly FPhe Thr Ser Tyr Ala Met
20 25 30

Ser Trp Val Arg Gin Lla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala
35 40 45

Ile Bsn Ala Asn Gly Tyr Lys Lvs Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
30 55 aG

Arg Phe Thr Ile Ser Rrg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
63 70 75 g0

Me: Asn S5e

i

Leu Arg Ala Giuw Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Arg

1
i

Wl

b

Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr PFhe Asp
1580 its 110

Vval Trp Gly Gln Sly Thr Le: Val Thr Val Ser Ser
15 120
<210> 320
<211> 372
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

182



ES 2 590 684 T3

10

15

<220>
<223> Construccion sintética
<400> 320
caattggtgy aaagoggcgg cggootggtg caacocgggeg gocagecctgeg totgagotge 60
geoggcoccteoeg gatttacett tagecagcoctat gegatgagct gggtgcgeca agccoctggg 120
aagggtctcyg agtgggtgag cgctattaat gotaatggtt ataagaagta ttatgcotgat 180
tctgttaagg gtceghttttac catttcacgt gataattcga aaaacaccct gtatctgceaa 240
atgaacagco tgcgtgcgga agatacggcce gtgtattatt geogogegtga taagggtaat 300
actcataage cttatggtta tgttcogttat tttgatgttt ggggeocaadqq caccctggtyg 3640
acggttagct ca 72
<210> 321
<211>124
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 321
Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu
1 5 10 15
Rrg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met
20 25 30
Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala
35 40 45
Ile Rsn Ala Asn Gly Tyr Lys Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
50 55 60
Brg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
65 70 75 80
Met Zsn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys kla Arg
85 80 95
Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp
100 105 110
Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

183
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ES 2 590 684 T3

<210> 322
<211> 366
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 322
caattgghiygy aaageggcgy cggccrtaghyg
gocggcoctocyg gatttacctt tagcocagetat
agaggototog agtgggtgag cgctattoct
tctgttaagg gtegttttac catttcacg:z
atgaacagcc tgcgigogga agatacggec
ggttaraatg gttattatca taagtttgat
agoLca
<210> 323
<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 323
Gln Zeu Val Glu Ser Gly Gly
5
Lrg Leu 5er Cys Ala Ala Ser
20
Ser Trp Val Rrg 3in Rla Pro
35
Ii er Arg Ser Gly Ser Asn
50 5%
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
05 7o

caaccgggog
gcgatgagcet
cgttctgatt
gataarttcga
gtgtattatt

gtttggggee

Va
10

Gly Phe Th

L
-
w
[
vt

-

Tyr

184

gecagoctgeg
gggtgcgeea
ctaagtsttta
aasacaccct
gocgogogtot

aaggeaceot

152

N

}
=
P'U
H
[

r Phe Ser

AsSp

3
=
=

Asn
73

tctgagctygs

agccocctggy

tetttoctegt

ggtgacggtt

[N

Ser Tyr

30

Trp val

45

Leu

Tyr Leu

Leu

Met

Ela

Gly

Gln
80
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<210>
<211>
<212>

ES 2 590 684 T3

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

B5

20

95

Lezu Leu Ser Arg Gly Tyr Asn Gly Tyr Tyr His Lys Phe Asp Val Trp

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

324
330
ADN

106

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>

324

gatatcgtge
ctgagcoctgca
ccaggtcaay

gogogtttt

jull

tgacccagag
gagegagooy

caccgogtot

cctgaagact ttaccactza
cagggracga aagttgaaat
<210> 325
<211>110
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 325
Bsp Ile Val Leu Thr
1 S
Glu Arg Bla Thr Leu
20
Tyr Leu Rla Trp Tyr
Ile Tyr Gly ARla Ser

ccocggegace
gograttoat
attaatItat

atccggcacsy

Gln Ser

el

Arg

105

120

ctgagcetgt
gtttattate
ggcgcgagoa
gattttacce

cagacttatg

Ala Thr

[
[E
o

Pro Gly

Thr Gly

185

cteocgggega
tggegragta
geogtgcaac
tgaccattag

attatcctec

Leu Ser

Lrg Arg

[
l_'
—
e
—
1
= T

Val Pro

Leu

Ile

o

2la

110

acgtgcgacce
ccagcagaaa

tggggteccg

[}
T
-
i
i~
T
(=

Arg

Pne 5

Gly

Tyr

60

120

180
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50 55

60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu

63 70

Pro Glu Asp Phe &la Thr Tyr Tyr Cys Gln
S0

85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu

100

<210> 326
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 326

gataccghbge tgacccagag coccocggogaco cigagegtagr
ctgagetgca gagogagocy goghtattceat gtoiat:tat
¢ccaggtiaag catcgogict attastttat ggegegagea
gogegtttia coggcoctotgy atcoggoacg gatittacce

cctgaagact Ttgegactta ttattgcocag caegacttatyg

<210> 327
<211>110
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 327

105

Asp Ile Val Leu Thr Gln 3er Pro Rls

1 >

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys &rg Ala

20

25

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40

186

Thr Leu S5er Leu

10

Ser Arg Arg Ile

75

80

Gln Thr Tyr Asp Tyr Pro

85

Ile Lys Arg Thr

ctccgggcga
tggeogtyggta
gcegtgceaac
tgaccattag

atfatcctee

110

acgtgcgace
ccagcagasaa
tggggteeceg

cagcctgcaa

Ser Pro Gly
15

His Val Tyr
30

Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

45

&0

120

180

240
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Ile Tyr Gly Rla 3er Ser Rrg Rla Thr Giy Vel Pro Ala Arg Phe Ser
50 55 60
Gly S=r Gly Ser Cly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
65 70 75 80
Prc Glu Asp Fhe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gin Thr Tvr &sp Tyr Pro
85 90 95
Pro Thr Phe Gly Gln Giy Thr Lys Val Giu Ile Lys Arg Thr
100 1G5 110
<210> 328
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 328
gatatcgtge tgacccagag cccggcgace ctgagoctgt ctoccogggcga acgtgcgace
ctgagctgca gagcgagoca gogtocttggt cgtcetttate tggegtggta ccagcoagaaa
ccaggtcaag caccgcegtot attaatttat ggcgcgageca geeghtgcaac tggggtecceg
gegogtttta goggoctcetgg atccggeacg gattttacee tgaccattag cagectggaa
cctgaagact ttgeogactta ttattgccag cagacttatg attatcoctcee tacctttgge
cagggtacga aégttgaaat taaacgtacyg
<210> 329
<211> 110
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 329
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Rla Thr Leu Ser Leu Ser Pro G
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Arg Leu Gly Rrg Leu
20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pre Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

35

ES 2 590 684 T3

40

187

45

60

120

180

240

300

330



ES 2 590 684 T3

Ile Tyr Gly Rla Ber Ser Arg Rla Thr Gly Val Pre Rla Zrg Phe Ser
O 60

o
in
i

3
=t
a4

Gly Ser Gly Ssr Giy Thr Bsp Phe Leu Thr Ile Ser Ser Leu Giua
65 70 75 80

[
3

Pro Glu Esp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gin Thr Tyr Rsp Tyr Pro
85 30 95

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr

s 105 116

<210> 330

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 330
gatatcgtge tgacoccagay cocggogacce ctgagectat ctoogggeoga acgtgogacc 60
ctgagctgea gagcgagocg gogtattcat gtttattatc tggogtggta ccagcagaaa 120
cecaggtcaag caccgogtct attaatbtat ggogogagea gocgtgcaac tggggtccog i8d
gcgegtbttta goggoctetgg atcocggcacg gattttacec tgaccattag cagectggaa 240
cctgaagact ttgogactta ttattgecag cagacttatg attatcctos tacctttgge 300
cagggtacga aagttgaaat taaacgtacg 330

<210> 331

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 331
ARst ile Val Leu Thr Gin S=r Fro Ala Thr Leu Ser leu Ser Pro Gly
1 5 o 1%
Glu Arg Zls Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Arg Arg Iie His Val Tyr

20 25 30
Tyr TLeu Zlz Trp Tyr Gln Gin Lys Pro Gly Gln Alz Pro Rrg Leu Leu
3z 4%z 45

188
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Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Rrg Ala Thr Gly
58 53
Sly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Lea
65 70
Pro Glu Zsp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
85 a0
Pro Thr Phe GLy Gln Gly Thr 1lys Val Glu
200 165
<210> 332
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 332
gatatcgtge tgacccagag cccggcgacce ctgagootgt
ctgagctgea gagcogageey gogtatteat gtttattate
ccaggtcaag caccgcgtct attaatttat ggcgcegagea
Jgocgcgtttta gceggctcectgyg atcocggeacyg gattttaccece
cctgaagact ttgcgactta ttattgocag cagacttatyg
cagggtacga aagttgaaat taaacgtacg
<210> 333
<211> 110
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 333
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Prz Ala Thr
1 a 10

Glu Arg Ala Thr Leuw Ser Cys Arg Ala 3Ser
20 2%
Tyr Leu Rla Trp Tyr 3ln Gln Lys Pro Gly

189

r Gin Rla

Val Pro Al

60

Thr Ile Se

75

Gln Thr Tyr Rsy

r Ser

Tyr
9%

Ile Lys Arg Thr

cteocgggega
tggcgtggta
gcogtgcaac
tgaccattag

attatcctece

Arg Arg

113

acgtgcgacc
ccagoagaaa
tggggtceccyg
cagcotggaa

tacctttgge

Ser

(3]
oo ld

1 m

[ ol

Arg Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

Ero

60

120

180

240

300

330
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Lok
e
=9
Lo}

Ile Tyr Gly Rla Ser Ser Arg Ala Thr Gly
5% 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

65 70

Pro Glu Asp Phe Alz Thr Tyr Tyr Cys Gln
85 80

il
y
O
H
o
H
o
=t
LeH)
[}
hir
=1

Gly
100G

Gly Thr Lys Val Gia
105

<210> 334
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 334

gatatcgige
ctgagcetgca

ccaggtcaag

cctgaagact

cagggtacga

tgacecagay
gagsgagcca
caccgegtot
gcggetcotag
ttgcgactta

aagttgaazst

coeggogaca

ctgageoctgt
cgtcttratce
ggcocgegagea

gattttaccc

: cagacttatg

<210> 335
<211>110
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 335

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Arg Leu Gly Arg Leu

20 25

190

Val Pro AL

60

hr Ile

Gln Thr Ty

a Arg Fhe Ser

Ser Ser Leu Giu
80

r Asp Tyr Pro

95

Ile Lys Arg Thr

ctcogggoga
Tggcgtggta
goegTgcaac
tgaccattag

attatecoes

110

acgtgcgacc
ccagcagaaa

tggggtcccg
cagcctggaa

tacecrttagge

13

30

60

120

180

240

300
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Tyr Leu ARla Trp Tyr Gln Girn Lys Pro Gly Glrn Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Ria Ser Sexr Arg Ala 'Thr Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser
51 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Lewu Glu
€5 75 75 80
Pro Zlu Asp Phe Rla Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Tyr &sp Tyr Pro
g5 =8 95
Pro Thr Phe Gly Gln Sly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr
100 105 120
<210> 336
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 336
gatatcgtge tgacccagag coccggcegace ctgagectgt ctcogggoga acgtgocgace 60
ctgagectgca gagcogagcoca gtttattcag cgtttttatc tggocgtggta ccagcagaaa 120
ccaggtcaag cacoegogtet attaatttat ggogeogagea gocgtgcaac tggggtocod 180
gcgogtttta géggctctgq atcocggcacg gattttacce tgaccatitag cagoctggas 240
cctgaagact ttgoggttta ttattgocag cagacttata attatcctoe tacctttgge 300
cagggtacga aagttgaaat taaacgtacg 330
<210> 337
<211> 110
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 337
Zsp Ile Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Cly
i S id 15
:lu Arg Ala Thr Leu Ssr Cys Arg Ala Ser Gin Phe Ile Gln Arg Phe
25 25 e

191
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Tyr Leu Ala Trp

Gly Ser Gly Sar

Pro Glu Asp Phe

Pro Thr Phe Gly

<210> 338
<211> 330
<212> ADN

100

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 338
gatatcgtge tga
crugagctgee ga

ccaggtcaag cac

gogeghttta goggotetgy

cctgaagact ttgcgactta

[t%]

coca

o]

Ala
85

ag cs<

ES 2 590 684 T3

Ser

Thx
70

Val

Arg
55

Asp

Tyt

3
o
X

cggcgace

cgagoca gtatgttgat

cgegt

ot attaatztat

atcocggracy

ttattgocag

cagggtacgsa asgtigazat taaacgtacy

<210> 339
<211>110
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 339

Asp Ile Val

—

Elu Arg Ala

Lys
40

Ala

Phe

Lys

Fro

Tnr

Thr

Cys

Val
105

ctgagootgt

cghacttate

ggcgogagcoa

gJattttacce

192

M
]

Ser Gln Tyr Val

Gily Gin Ala Pro Arg Leu Leu
45
Gly Val Pro Aiz Arg Fhe Ser
&0
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
73 80
Gin Gln Thr Tyr Asn Tyr Fro
90 95
Glu Ile Lys Arg Thr
110
ctccaggcga acgtgegace 3y
tggegtyggta ccagcagaaa 120
googtgoass tggggtoceg 180
tgaccattag cagcctggaa 240
att cttttectca tacctttgac 300
330
Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
10 13

Esp BRrg Thr

33
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Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ile Tyr Ser FPhe Pro
85 90 a5

His Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Giu Ile Lys Arg Thr

100 105 110

<210> 340

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 340
gatatcoglge tgacocagag coocggegace cogagoctgt ctocgggcga acghgcogace 60
ctgagcigoa gagcegagcocca gegthtftiit tataagtatc tggocgitggia ccagcagaza 129
ccaggicaag caccgcogbct attaattret ggttottcta acecgtgcaac tggggtcoccg 180
gcgegittta gocggotctgg atccggeacyg gattttacce tgaccattag cagcoctggaa 240
cctgaagact ttgegogtita ttattgecott cageittata atattootaa taccottitgge 330
caggygracga szagttgasat taaacgtacg 330

<210> 341

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 341

Asp Ile Val Leu T
i 5

1

nr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

o] 15

—t

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg ARla Ser Gln Arg Phe Phe Tyr Lys

193
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15

20

25

Tyr

Ile

Gly
65

Pro

Asn

<210> 342
<211> 330
<212> ADN

Leu

Ser

50

Ser

Glu

Thr

Ala

35

Gly

Gly

Asp

FPhe

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

Trp Tyr

Ser Ser

Ser Gly

Phe Ala
85

Gly Gln
100

<223> Construccion sintética

<400> 342

ES 2 590 684 T3

Gln

Asn

Thr

70

Val

Gly

Gin

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Gly

Gly

Leu

Leu

80

Glu

Gln

Val

Thr
75

Gln

Ile

Ala

Pro

60

Ile

Leu

Lys

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Arg

30

Arg Leu Leu
Ser

Arg Phe

Leu Glu
80

Ser

Ile
95

Asn Fro

Thr
110

craggtcaad
gocgogtotia
cctgeagact

cagggtacga

caccgogtet
goggotcotgg
ttgcgactta

sagtitgaaat

cocoggogace
gtatgttgat
attaatttat
atccggoacy
ttattgccayg

taaacgtacg

ctgagootgt
cgtacttatc
ggcgcgagea
gattttaccc

cagatttatt

crTcogggcega
tggegtggta
gocgrtgcaac

tgaccattag

<210> 343
<211>110
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 343

acgtgcgaca
coagoagaay
tggggtcecy
cagcctggaa

tacctttgge

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

3]
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20

25

Glu Arg Ala

Thr

Leu

20

Ala
35

Tyr Leu

Ile Tyr

50

Gly

Gly
65

Ser Gly

Pro Glu Asp

His Thr Phe

Ala

Ser

Fhe

Gly

Ser

Gly

Ala

85

Gln

100

<210> 344
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 344

ccaggtcaag
gogogtttta
coctgaagact

cagggtacaoa

<210> 345
<211>110
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 345

Asp Ile Vzl

ol

ES 2 590 684 T3

Ser

Gin

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Cys

Gln

Arg

Asp

Tyxr

Thr

cocggegace

Arg Ala Ser Gln Tyr Val Asp Arg Thr
25 30
Lys Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu
40 45
Ala Thr Gly Val Pro Rla Arg Phe Ser
60
Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
75 80
Tyr Cvs Gln Gln Ile Tyr Ser Phe Pro
90 95
Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr
105 110
ctgageootgt ctooggdcegs acgtgegacc 60
cgtcgttats tggogtggta croagoagaaa 126
ggttcTtteta accgtgocaac tggggtcoccoceg 180
gattctaceo tgaccattag cagcecctggaa 240
cagchittata ataticctas taccouttgaco 33009
330

195
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15

20

25

ES 2 590 684 T3

i

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln-Gln
3%
Ile Ser Gly Ser Ser Asn Arg
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
€5 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr
85
Asn Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100
<210> 346
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 346
gatatcegtge tgacccagag cccggogacce
ctgagctgoca gagcgagcca gtatgttgat
ccaggtcaayg caccgegtet attaatttat
gcgegtttta goggctcectgg atcecggeacg
cctgaagact ttgcgactta ttattgecag
cagggtacga aagttgaaat taaacgtacy
<210> 347
<211> 110
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 347
Asp Ile ¥Val Zeu T

5

Arg Ser

Lys Pro

40

Gly

Ala Thr

Phe Thr Leu

Leu
80

Tyr Cys

Val
105

Lys Glu

ctgagoctgt
cgtacttatc
ggcgcgagea
gattttacce

cagatttatt

10

196

Gln Tyr Val

Gln Ala Pro

45

Val Pro Alsa

60

Thr
75

Ile Ser

Gln Leu Tyr

Ile Lys Arg

Bhe

30

Arg

Arg

Ser

Asn

Thr
110

Arg

Leu

Phe

Leu

Ile
85

Arg

Leu

Ser

Glu

80

Pro

ctcogggoga
tggegtggta
gccocgtgcaac
Tgaccattag

cttttcocctca

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggteccy
cagcctggaa

tacctttgge

Thr Gin Ser Pro BRla Thr Leu Ser Leuw Ser Pro Gly

15

240

300

330



10

15

ES 2 590 684 T3

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg ARla Ser Gln Tyr Val Asp &rg Thr
20 25 30
Tyr Len Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 £0 45
Ile Tyr Giy Rla Ser Ser ARrg Ala Thr Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser
¢ £5 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
6% 79 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Ile Tyr Ser Phe Pro
B> 50 95
His Thr rhe 3ly Gin Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr
140 1G5 110
<210> 348
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 348
gatatcgtge tgacccagag cccggcgace ctgagecetgt cteocgggcoga acgtgcgacce 60
ctgagctgca gagcocgagceca gegtcotttet ccoctegitatce tggegtggta ccagcagaaa 126
ccaggtcaag caccgegtet attaatttat ggcgegagca gecgtgeaac tggggtocceg 180
gogegttita goggetetoyg atcoggcacyg gattttaccce tgaccattag cagcectggaa 240
cctgaagact ttgogactta ttattgoctt cagatttata atatgecctat tacctttgge 300
cagggtacga aagitgaaat taaacgtacg 330
<210> 349
<211> 110
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 349

Asp Ile Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu 3er Pro Gly
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20
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—
in

Glu Rrg Ala Thr Leu Ser Cys

Tyr Leu Ala Gin Gln
3

Tyr G Ser Ser

50

[0 =
LRI =
o

ly Ser Ser Gly

Pro Glu Asp Phe Ala Thr

Ile Thr Phe Gly Gin Gly Thr

1¢0

<210> 350
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 350

gatatcgtge cocggegaco

ctgagetgca gagcocgagoca grtatgtttte
ccaggtcaag
gocgogtttta

gcggetctgg atcocggcacg

cctgaagact Ttgoggttta ttattgoctt
cagggtacga aagttgsaat taaacgiacg
<210> 351
<211> 110
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 351

a Ser

[0 T

Pro Gly

Tyr

Val
105

Lvys

ctgagactgt
cgtegrtate
ggttctteta
gatttiacce

cagctttata

198

: Thr

Gin Arg

Gin Als

Val
&0

4
'_l
iy

75

L& ]
+

Iie

Ile Lys

ctcogggaga
tggegtggta
accgtgecaac
tgaccattag

arattoctsaa

Fro Arg
45

Pro Ala Arg

Se

r Ser Leu

Arg

PN
o

Phe

Asn Met
85

Thr
110

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtcceg
cagcctggaa

tacctttgge

Ser

Glu
&0

Pro

300

330
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15

20

<210>
<211>
<212>

[ ]

Ser
5

H
[
14

Ser

Glu

Esn

352
330
ADN

Leu

Ela

Ser

Asp Phe

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>

<210>
<211>
<212>

352

gatatogtge
ctgagotgca
ccaggtcaag
gegogrttta
cctgaagact

cagggtacsga

353
110
PRT

tgacocagag

gagogagooz

caccgegtet

goggIteIay &

ttgcgactta

aagLtgsast

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>

353

: Thr

Leu

Tyr &

)
—

]
Ala

85

Eln

ES 2 590 684 T3

Gin Ssr

Ser O

Azn RArg

55

r Asp

Val

+-3

Giy Thr

ccoggcocgacsa
gogratitet

attzatttat

Giln I

Proc Ala

10

Phe Thr

Cys
80

Val
108

Lys

ctgagoctgt
ggregttate
ggcgcogadca

gatttiacee

{J

agotttobt

199

Thr

Ser

Pro Gly Gln

Thr Gly

ey

Lzu

Leu

Tyr

Ela

Val

Thr
75

Ile

Gln Leu

Ile Lys

zcgtgcaac
tgaccattag

cttatcetes

Leu

Val

Pro

45

Lla

Ser

i}
[
[
=y
in K
o]

She
3

Arg

Arg Leu

Arg

Ser Leu

Az Ile

Thr
110

acgrtgcgace
ccagcagaaa
tggggtceeg
cagooctggaa

racetctgge

Gly

Erg

Leu

Ser

Pro
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15

20

25

30

35

Asp

lu

[

3
el
+

Ile

o 0]
l_-
s

A

Pro

Fro

<210> 354
<211> 39
<212> ADN

Ile

Leu

Tyr

50

Glu

Thr

Lla

Gly

Lsp

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr
20

Ala

Phe

= 0
L3 o
O b

<223> Construccion sintética

<400> 354

Thr

Leu

-
o
15

Ser

Gly

oo
-
w

; Gln

cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt

<210> 355
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 355

<210> 356
<211> 39
<212> ADN

Lee Thr #His Tyr

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 356

cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt

ES 2 590 684 T3

(55}
M
4

Gl

Ser

Thzr

Gly

39

-

39

Asp

]
L
H

Thr

Prc

4C

Ala

Lys

200

Thr

Val
105

Gly

Leu

Gln

80

Glu

Rla Rrg Tyr Tyr Arg

Lew Ser

Iy
I —
o
"L
"
W

Val Pro

Gln Leu

Ile Lys

ig

Leu

Pro

45

Ala

Ser

Ser

Ser

Ser
30

Lrg

Ser

Ser

Thr
1o

= orm
o

Gly

.

—ell

Phe

Leu

Tyr Phe Esp Val

Leu

Ser

Giu

80

Pro
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<210> 357

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 357

Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyr Tyr Arg Tvr Phe Asp Val
5 10

1

<210> 358

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 358
cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt

<210> 359

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 359

Leu Thr His Tyr Rla Arg Tyr Tyr Arg Tyr Phe Asp Val

1

<210> 360

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 360
cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt

<210> 361

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 361

Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyr Tyr Arg Tyr Phe Asp Val

1

ES 2 590 684 T3

al

39

-

2

39

5

201
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<210> 362

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 362
cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt

<210> 363

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 363

1

<210> 364

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 364
cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt

<210> 365

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 365

1

<210> 366

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 366
cttactcatt atgctcgtta ttatcgttat tttgatgtt

<210> 367
<211> 13
<212> PRT

ES 2 590 684 T3

39

39

39

Leu Thr His Tyr Rla ARrg Tyr Tyr Arg Tyr Phe Asp Val
5

Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyr Tyr Arg Tyr Phe Asp Val
5
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 367

Leu Thr His Tyr Ala Arg Tyr Tyr Arg Tyry Phe Asp Val

1 5

<210> 368

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 368
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t

<210> 369

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 369

Gly Lys Gly Asn Thr Eis Lys Pro Tyvr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp

1 5

<210> 370

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 370
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t

<210> 371

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 371

Val

203

10

51

51

10

15



ES 2 590 684 T3

Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Proc Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe BRsp
i = 10 15

Val

<210> 372

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 372
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 373

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 373

~ 1

Gly Lys CGly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val ARrg Tyr Fhe Asp
1 5 10 15

Val

<210> 374

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 374
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 375

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 375

Gly Lys Gly &sn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyx Val Arg Tyr Phe Asp
1 ' 5 10 15
Val

<210> 376
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<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 376
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 377

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 377

Gly Lys CGly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp

1 5 19 15

Val

<210> 378

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 378
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 379

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 379

Giy Lvs Gly Asr Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Vel Arg Tyr FPhe Asp
1 g 10 15

Val

<210> 380

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética
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ES 2 590 684 T3

<400> 380
ggtaagggta atactcataa gccttatggt tatgttcgtt attttgatgt t 51

<210> 381

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 381

Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Fhe Asp
1 5 10 15

Val

<210> 382

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 382
cttctttctc gtggttataa tggttattat cataagtttg atgtt 45
<210> 383

<211>15
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 383

Lzu Leu Ser Arg Gly Tyxr Asn Gly Tyr Tyr His Lys Phe Asp Val
1 5 10 15

<210> 384

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 384
cagcagactt atgattatcc tcct 24

<210> 385
<211>8

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 385
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ES 2 590 684 T3

Gln Gin Thr Tyr Asp Tyr Pro Pro

<210> 386

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 386
cagcagactt atgattatcc tcct 24

<210> 387

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 387

Gin Gln Thr
1

<210> 388

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 388
cagcagactt atgattatcc tcct 24

<210> 389

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 389

<210> 390

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 390
cagcagactt atgattatcc tcct 24

3

Tyr Rsp Tyr Pro Pro

5

Tyr Asp Tyr Pro Pra
5
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<210> 391

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 391

<210> 392

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 392
cagcagactt atgattatcc tcct

<210> 393

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 393

<210> 394

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 394
cagcagactt atgattatcc tcct

<210> 395

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 395

<210> 396

ES 2 590 684 T3

Gln Gln Thr Tyr Asp Tyr Fro Pro
X 5

24

Gin Gln Thr Tyr Asp Tyr Pro Pro

1 g

24

Sln Gl Thr Tyr Asp Tyr Pro Pro
1 3
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<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 396
cagcagactt ataattatcc tcct 24

<210> 397

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 397

[ ]

<210> 398

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 398
cagcagattt attcttttcc tcat 24

<210> 399

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 399

Gln Gln Ile Tyr Ser Phe Pro His

1

<210> 400

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 400
cttcagcttt ataatattcc taat 24

<210> 401

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ES 2 590 684 T3

In Gin Thr Tyr Asn Tyr Pro Fro

5

5
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 401

Leu Gln Leu Tyr Asn lle Pro Asn

1

<210> 402

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 402
cagcagattt attcttttcc tcat 24

<210> 403

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 403

Gln Gin Ile Tyr Ser Phe Pro His

1

<210> 404

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 404
cttcagcttt ataatattcc taat 24

<210> 405

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 405

Let Gln Leu Tyr Asn Ile Pro Asn

1

<210> 406

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Construccion sintética

<400> 406
cagcagattt attcttttcc tcat

<210> 407

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 407

<210> 408

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 408
cagcagattt attcttttcc tcat

<210> 409

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 409

<210> 410

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 410
cttcagcttt ataatattcc taat

<210> 411

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 411

24
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Gin Gln Ile Tyr

24
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1
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Leu Glrn Leu
1

<210> 412

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 412
cagcagcttt cttcttatce tect 24

<210> 413

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 413
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Azsn Ile Pro Asn
)

Gln Gln Leu Ser Ser Tyr Pro Fro
5

1

<210> 414

<211> 52

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 414

Ile Ser Glu Val Lys Met Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr

1 5

10 15

Glu Val His His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser

2Q

25 30

Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu Metr Val Gly Gly Val Val Ile Ala

35

Thr Val Ile Val
50

40
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de anticuerpo anti-péptido beta-A4 que comprende:

(a) una region variable VL que comprende regiones determinantes de complementariedad, L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDR3, en donde:

(1) L-CDR1 comprende SEQ ID NO: 143: Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala;
(2) L-CDR2 comprende SEQ ID NO: 144: Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr; y
(3) L-CDRS3 comprende SEQ ID NO: 95: Leu GlIn lle Tyr Asn Met Pro lle; y

(b) una region VH variable que comprende regiones determinantes de complementariedad, H-CDR1, H-CDR2 y
CDRS3, en donde:

(1) H-CDR1 comprende SEQ ID NO: 146: Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser;

(2) H-CDR2 comprende SEQ ID NO: 192: Ala lle Asn Ala Ser Gly Thr Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
Lys Gly; y

(3) H-CDR3 comprende SEQ ID NO: 93: Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe
Asp Val.

2. La molécula de anticuerpo de la reivindicaciéon 1, en donde dicha molécula de anticuerpo comprende una region
VH variable como se muestra en una SEQ ID NO: 89 y una region VL variable como se muestra en una SEQ ID NO:
91.

3. La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2, en donde dicha molécula de anticuerpo comprende una
region VH variable codificada por una molécula de acidos nucleicos como se muestra en una SEQ ID NO: 88 una
region VL variable codificada por una molécula de acidos nucleicos como se muestra en una SEQ ID NO: 90.

4. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha molécula de anticuerpo
es un anticuerpo completo (inmunoglobulina), un fragmento F(ab), un fragmento F(ab),, un anticuerpo de cadena
simple, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo injertado con CDR, una construccion de anticuerpo bivalente, un
anticuerpo sintético o un anticuerpo de clonacién cruzada.

5. Una molécula de acidos nucleicos que codifica una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. Un vector que comprende la molécula de acidos nucleicos de la reivindicacion 5.
7. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicacion 6.

8. Un método para la preparacion de una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que
comprende cultivar la célula hospedadora de la reivindicacion 7 bajo condiciones que permiten la sintesis de dicha
molécula de anticuerpo y recuperar dicha molécula de anticuerpo de dicho cultivo.

9. Una composiciéon que comprende una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o
una molécula de anticuerpo producida por el método de la reivindicacion 8.

10. La composicion de la reivindicacion 9, que es una composicion farmacéutica o una composicion de diagnostico.

11. Uso de una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de anticuerpo
producida por el método de la reivindicacion 8, de una molécula de acidos nucleicos de la reivindicaciéon 5, de un
vector de la reivindicacion 6 o un hospedadora de la reivindicacién 7 para la preparacion de una composicion
farmacéutica para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad asociada con amiloidogénesis y/o formacién de
placa de amiloide.

12. Una composicion farmacéutica que comprende una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de anticuerpo producida por el método de la reivindicacion 8, de una molécula
de acidos nucleicos de la reivindicacion 5, de un vector de la reivindicaciéon 6 o un hospedadora de la reivindicacién
7 para su uso en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad asociada con amiloidogénesis y/o formacion de
placa de amiloide.

13. Uso de una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de anticuerpo

producida por el método de la reivindicacién 8 para la preparacion de una composicion de diagnostico para la
deteccion de una enfermedad asociada con amiloidogénesis y/o formacion de placa de amiloide.
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14. Una composicion de diagndstico que comprende una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de anticuerpo producida por el método de la reivindicacién 8 para su uso en la
deteccion de una enfermedad asociada con amiloidogénesis y/o formacion de placa de amiloide.

15. Uso de una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de anticuerpo
producida por el método de la reivindicacién 8 para la preparaciéon de una composicién farmacéutica para la
desintegracion de placas de p-amiloide.

16. Una composicion farmacéutica que comprende una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de anticuerpo producida por el método de la reivindicacién 8 para su uso en la
desintegracion de placas de B-amiloide.

17. Uso de una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de anticuerpo
producida por el método de la reivindicacién 8 para la preparaciéon de una composicién farmacéutica para la
inmunizacién pasiva frente a formacion de placa de B-amiloide.

18. Una composicion farmacéutica que comprende una molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de anticuerpo producida por el método de la reivindicacién 8 para su uso en la
inmunizacién pasiva frente a formacion de placa de B-amiloide.

19. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 11, 13, 15 0 17, o la composicién farmacéutica para el uso de la
reivindicacion 12, o la composicion de diagndstico para el uso de la reivindicacion 14, en donde dicha enfermedad es
demencia, enfermedad de Alzheimer, neuropatia motora, sindrome de Down, enfermedad de Creutzfeld Jacob,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis tipo holandés, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con
VIH, ELA o trastornos neuronales relacionados con la vejez.
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ol 4151 ph A
mutacién : =\ Sphl (741)
ColEl ”55 iphoA
o e
mutacién / }/\ apl (303)
< ELil
tacio h A
mutacién N /{;J.i \ m\\:ffelmz?)
) - a5 | n
o ﬂ \ \ '{".“\\\ H3
Nhel (2490) " s \ 4 B Pl (1034)
\
origen f1/ | | \ \ %:‘\a‘BssHII (1107)
T->A | \ \ \ [ iyl (1153)
W\ | \Bigl (1177)
\ | \
\ | \ Sall {(1183)
| CH1(306 pb)
FeoRI (1487)
\ (\ CTylll(471 pb)
L| 'Parada
1oL
\ Hindll1 (1968)
terminador Ipp
lacZ sD ompA
Xpal
M K K T A I A I A VvV -
1 TCTAGATARC GAGGGCAARA AATGARARAG ACAGCTATCG CGATTGCAGT
ACATCTATTC CTCCCCTTIT TTACTTITTC TCTCCATAGC GCTAACCTCA
Vi3
ompA
EcoRV
A L A G P A T Vv A ¢ A D I VvV L T -
51 GGCACTGGCT GGTTTCGCTA CCGTAGCGCA GGCCCEATATC GTGCTGACZCC
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Fig. 2 cont.

CCOTGACCGA CCAAAGCEAT GGCATCGCGT CCGGCTATAG CACGACTGGH
Vi3
5 P A T L 8 L &8 P G E R 2 T L 8
AGAGCCCGGC GACCCTCGAGC CTGTCTCCGG GCGAACGTGC GACCCTGAGC
TCTCGGEGCCE CTGGGACTCG GACAGAGGCC CGCTTECACGE CTGGGACTCG
Vk3
C R A 38 e s vV S 5 8 ¥ L A W Yy Q ©Q
TCCAGAGCGA GCCAGAGCGT GAGCAGCAGC TATCTGGCGT GGTACCAGCA
ACGTCTCGCT CGGTCTCGCA CTCGTCGTCG ATACACCGCA CCATGETCGT
Vk3
K P G Q A P R L L I Y G A S & R A
GAAACCAGGT CAAGCACCGC GTCTATTAAT TTATGGCGCG AGCAGCCGTG
CTTTGGTCCA GTTCGTGGCG CAGATAATTA AATACCGCGC TCGTCGGCAC
Vk32
- T G V¥ P A R F 5 G 8 G 8 & T - F
CAACTGGGGT CCCGGCGCGET TTTAGCGGCT CTGGATCCGE CACGGATTTT
GTTGACCCCA GGGCCGCGCA ARATCGCCGA CACCTAGGCC GTGCCTAAARR
Vk3

T L T I 5 5 L E P E o r AV Yy Y C
ACCCTGACCA TTAGCAGCCT GGAACCTGAA GACTTTGCGG TGTATTATIG
TGGGACTGET AATCETCGGA CCTTGGACTT CTIGAAACGCC ACATAATAARC

Vk3

Q@ Q H Y T T P ¥ T F G Q G T K V E

CCAGCAGCAT TATACCACCC CCGCCGACCTT TGGICAGGGT ACGARAAGTTG

GGTCGTCGTA ATATGETGGE GCGGCTGGAA ACCGCTCCCA TGCTTTCAAC
CL kappa

I K R T V A A P2 5 WV F I F P F B
AAATTARRARCG TACGGTGECT GCTCCGAGCG TGTTTATTTT TCCGCCGAGC
TTTAATTTGC ATGCCACCGA CGAGGCUTCCGC ACAAATARAR AGGCGGCTCG

CL kappa
D E Q L K 5 G T A S v Vv C L L N N
CATGAACAAC TCAAARAGCGG CACGGCGAGC CGTGGTGTGCC TGCTGRACRA
CTACTTGTTSG ACTTTTCECC GTGCCGCTCG CACCACACGG ACGACTTATT
CL kappa
F ¥ P R E A XK V Q W K v D N A L Q
CTTTTATCCG COTGAAGUGA AAGTTCAGTG GAARGTAGAC ARCGCGCTEC
GRAALTAGGC GCACTTCGCT TTCRAGTCAC CTTTCATCTG TTGCGCGACC
CL kappa

S ¢ N s Q E s VvV T E Q D 8 K D S
AAAGCGGUAA CAGCCAGGAA AGCGTGACCGE AACAGGATAG CAAASATAGC
TTTCGCCGTT GTCGGTCCTT TCGCACTGGC TTGTCCTATC GTTTCTATCG

CL kappa
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Fig. 2 cont.

T ¥ S L s 8 T L T L s K A D Y E K
£01 ACCTATTCTC TGAGCAGCAC CCTGACCCTC ACCARAGCGG ATTATGAAAR

TGGATARGASZ ACTCGTCGTG GGACTGGGAC TCGTTTCGCC TAATACTTIT

CL kappa

- H KV ¥ A C E v T H R G L 5 8 P V
€51 ACATAAAGTS TATGCETGCG ARGTGACCCA TCEAGCTCOTG AGCAGCCCGG

TGTATTTCAC ATACGCACGC TTCACTGGGT AGTTCCAGAC TCGTCGGGCC

CL kappa

T K & F N R G E A
701 TGACTARATC TTTTAATCGET GGCGAGGCCT GATARGCATG CGTAGGAGAA
ACTGATTTAG AARATTAGCA CCGCTCCGCGA CTATTCGTAC GCATCCTCTT

phok

M K Q 8 T I A L A L L P L L F
751 RATAARATCGR AARCRAAGCAC TATTGCACTG GCACTCTTAC CGTTGCICTT
TTATTTTACT TTGTTTCGTG ATARCGTGAC CGTGAGAATG GCRACGAGAR

T P V T K A ©Q Vv Q@ L v E 8§ G ¢ ¢ L -
801 CACCCCTGTT ACCRAAGCCG AAGTGCAATT GCGTGGAAAGC GGCGGLGGCC
GTGEGGACAA TGETTTCGGC TTCACGTTAA CCACCTTTCG CCGCCGCCGG
VH3I
Vv Q P G G S L R L S C A A 5§ G F
851 TGGTGCAACC GGGCGGCAGC CTGCGTCTGA GCTGCGCGGC CTCCGGATTT
ACCACGTTGG CCCGCCGTCG GACGCAGACT CGAUGCGCCG CGAGGCCTARAR
VH3
T F 58 8 Y B M g W Vv R Q@ A P G K G
901 ACCTTTACCA GCTATGCGAT GAGCTGGGTG CGCCAAGCCC CTGGGAAGGG
TGCAARTCGET CGATACCCTA CTCGACCCAC GUGGTTCCGE GACCCTTCCC
VH3
L EBE W v s A I s G 8 G G 8§ T Y ¥ A -
951 TCTCGAGTGG GTGAGCGCGA TTAGCGGTAG CGGCGGCAGC ACCTATTATG
AGAGCTCACC CACTCGCGCT ARTCGCCATC GCCGCCGTCG TGGATARTAC
VH3

D s Vv K G K F T I S R b N S K KN
1001 CGGATAGCGT CGARAGGCCGT TTTACCATIT CACGTGATAA TTCGRAALMC
GCCTATCGCA CTTTCCGGCA ARATGGTAAA GTGCACTATT ARGCTITTTE
VH3
T L ¥ L Qg M N S L R A E D T A VY
1051 ACCCTGTATC TCCAAATGAA CAGCCTGCGT GCGGAAGATA CGGCCGTGTA
TGGGACATAG ACGTTTACTT GTCGGACGCA CGUCTTCTAT GCCGEGCACAT
VE3

R kA e P ek o o o e o o ot o e b R B o e e e o e o e o o e e i e e

EsSgHII
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« Y C A R W G G D G F ¥ A M D Y W G

TTATTGCGCG CGTTGEGGCG GCGATGGCTT TTATGCGATG GATTATTIGGG

AATAACGCGC GCAACCCCGC CGCTARCCGAA BATACGCTAC CTAATAACCC
CHL

R e s o

ot e

Q G T L v T v 8 & A s T K ¢ P 5
GCCAAGGCAC CCTGGTGACG GTTAGCTCAG CGTCGACCAA AGGTCCAAGC
CGGTTCCGTG GGACCACTGC CAATCGAGTC GCAGCTGGTT TCCAGGTTCG

CH1

v F P L A P S s K 8 T 8 G G T A A -

GTGTTTCCCC TGGCTCCCAC CACCAARRGC ACCAGCGGCG GCACGGCTGC
CACAAAGGCG ACCGAGGUTC GTCGTTITCG TGGTCGCCGC CGTGCCGACG
CH1
- L G C L Vv K D Y F P E P V T V & W
COTGGGUTEC CTGGTTAMRG ATTATTTCCC GGAACCAGTC ACCGTGAGCT
GGACCCGACG GACCAATTTC TAATAAAGGG CCTTGGTCAG TGGCACTCGA
CH1
- N 5§ G A L T s ¢ V H T F P A V L
GGRACAGCGE GGCOCTGACC AGCGGCGTEC ATACCTTTCC GGCGGTGCTG
CCTTGTCCCC CCGCGACTGG TCGCCGCACG TATGGRAAGGE CCGCCACGAC
CH1
Q & & ¢ L Y 8 L § & v v T V P & 8
CRALGCRAGCG GUCTGTATAG CCTGAGCAGC GTTGTGACCG TGCCGAGCAG
CTTTCGTCEC CGGACATATC GGACTCGTCG CARACACTGGT ACGGCTCGTC
CH1
s L G T @ T ¥ I C N vV N H K » § N
CAGCTTAGGC ACTCAGACCT ATATTTGCAA CGTGARCCAT AAACCGAGCA
GTCCGAATCCG TGAGTCTGGA TATARACGTT GCACTTGGTA TTTGGCTCGT
CHL CTgIII

T X VvV D K K V E P X 5 E F G G 3
ACACCAAAGT GGATAAARAA GTGGAACCGA AAAGCGAATT CGGGGGAGGE
TGTGETTTCA CCTATTTITT CACCTTGGCT TTTCGCTTAA GCCCCCTICC

CTgIII
$ 6 s ¢ D FD Y EK M ANUA N K G
AGCGGGAGCG GTGATTTTGA TTATGAAARG ATGGCAAACG CTAATAAGGG
TCGCCCTCGC CACTARRACT AATACTTTITC TACCGTTTGC GATTATTCCC
CTgIII
R M T B NAD EUNU A L Q¢ S§.D A K. G
GGCTATGACC GAAAATGCCG ATGARAACGC GCTACAGTCT GACGCTAAAG
CCGATACTGG CTTTTACGGC TACTTTTGCG CGATETCAGA CTGCGATTTC
CTgIII

K L b & Vv a T DY G A 211 DG F

GCRAACTTGA TTCTGTCGCT ACTGATTACG GTGCTGCTAT CGATGGTTTC
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CGTTTGAACT BAGACAGCGA TGACTAATSC CACGACGATA GCTACCAAAG
CTgITI

I G D V S G L A N G N G A T G D F
1651 ATTGGETGACG TTTCCGGCCT TGCTAATGET AATGGTGCTA CTGGTGATTT
TARCCACTGC ARAGGCCGCA ACGATTACTA TTACCACGAT GACCACTARA
. CTgITI
A G & N S Q M A Qv G D G D N 5 P
17061 TGCTGGCTCT AATTCCCAAR TGOCTCAAGT CCGGTGACGET GATRATTCAC
ACGACCGAGA TTAAGGGTTT ACCGAGTTCA GCCACTIGCCA CTATTAAGTG
CTgITI
L M N N F R Q Y L P s L P Q 5 V
1751 CTTTRATGAA TAATTTCCGT CRATATTTAC CTTCCCTCCC TCARTCGGTT
GAAATTACTT ATTRAAAGGCA GTTATAAATG GAAGGGAGGG AGTTAGCCAA
CTgIrl
E ¢ R P PV F G A G K P Y B F 5 I
1801  GAATGTCGCC CTTTTGTCTT TGGUGCTEGT AAACCATATS AATTTTCTAT
CTTACAGCGG CGARAACAGAZR ACCCGCGACCA TTTGGTATAC TTAAAAGATA
: CTQIII '
D ¢ D K I N L F R G v F A F L L Y
1851 TGATTGTCGAC AAAATARACT TATTCCGTGGE TGTCTTTECE TTTCTTTTAT
ACTARCACTG TTTTATTTGA ATAAGGCACC ACAGAAACGC AAAGAARATA
CTgIII
vV A T F M Y vV F 8 T F A N I L R
1901 ATGETTGCCAC CTTTATGTAT CGTATTITTCTA CGTTTGCTAA CATACTGCGT
TACAACGGTG GAAATACATA CATAARAGAT GCRAACGATT GTATGACGCA
CTgIII

Parada terminador lpp

HindIIT
"N K E 8
1851 AATAAGGAGT CTTGATAAGC TTGACCTGTG AAGTGRAAAZL TGGCGCAGAT
TTATTCCTCA GAACTATTCG AACTGGACAC TTCACTITTT ACCGCGTCTA
lpp terminator
2001 TCGTGCCGACAT TTTTTTTGTC TGCCGTTTAR TCGAAATTGTA AACGTTAATA
ACACGCTGTA ARPAARAACAG ACGGCARATT ACTTTARCAT TTGCAATTAT

origen f1

2051 TTTTGTTARA ATTCGCGTTA ARTTTTTGTT ARATCAGCTC ATTTTTTAAC
AAARCAATTT TRAAGCGCAAT TTARAARACAR TTTAGTCGAG TARARAATTG

origen f1
2101 CAATAGGCCG AAARTCGGCAA AATCCCTTAT AARTCRARAAAG AATAGACCGA
GTTATCCGGC TTTAGCCGTT TTAGGGRATA TTTAGTTTTC TTATCTGGCT

origen f1
2151 GATAGGCETTG AGTGTTGITC CAGTTTGGAA CAAGAGTCCA CTATTAAAGA
CTATCCCAAC TCACAACARG GTCAARACCTT GTTCTCRGGT GATAATTTCT

origen f1
2201 ACGTGGACTC CAARCGTCAAR CGGCGAAARR CCETCTATCA GGGCGATGGEC
TGCACCTGAG GTTGCAGTTT CCCGCTTTTT GGCAGATAGT CCCGCTACCG

ot g it R e i Pk kA ok kS d ek e kB Al P ek o Bk Bk o b e ok kot e i S o oy gt e g
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origen f1

A

AACCATCACC
TTGGTAGTGG

CTAATCARGT
GATTAGTTCA

Fig. 2 cont.

TTTTTGGGGT
AAMBARCCCCA

CGAGGTGCCG
GCTCCACGGC

ot ot P o o ok ok kSt R b Pt ot ot ok ok R B ok ot Pk o Pt ok Pk ok ot it ok ok g Sk g Bd ot s Bt s B s ok ot st A B

TAARGCACTA
ATTTCGTGAT

ARTCGGAACC
TTAGCCTTGG

origen f1

CTARAGGGAG
GATTTCCCTC

CCCCCGATTT
GGGGGCTAAR

AGAGCTTGAC
TCTCGRAACTG

GGGGAARGCC
CCCCTTTCGG

GGCGAACGTG
CCGCTTGCAL

origen fl

GCGAGAAAGG
CGCTCTTTCC

AAGGGAAGAR
TTCCCTTCTT

AGCGAALGGA
TCECTTTCCT

S By B B o s gt o i o e S ot o o o o o ok kot o Sk o i B ot ot ok Bt e Sk g g S o ot St g ok o ik ot

GCGGGCECTA
CGCCCGTGAT

GGGCGCTGEGC
CCCGCGACCE

origen f1

ARGTGTAGCG
TTCACATCGC

GTCACGCTGC
CAGTGCGACG

GCGTAACCAC
CGCATTGGTG

CACACCCGCC
GTCTGGECGCG

- s A ot Bt B B e

AGCARARCGC
TCGTTTTCCG

origen f1

GCGCTTAATG
CGCGAATTAC

CGCCGCTACA
GCGGCGATGT

GGGCGCETGT
CCCGCGCAlE

kBt ok ot s B Bk ot o i e Bk Ak kB s B

origen
CAGCARAAGG
GTCGTTTTCC

f1
CCAGGARCCG
GGTCCTTGEC

TARARAGGCC
ATTTTTCCGG

TAGCCATGTG
ATCGGTACAC
ColEI
GCGTTCCTGE
CGCAACGACC

e e e e

ORI

CGITTTTCCA
GCRAAARRGGT

TAGGCTCCGC
ATCCGAGGCG

CCCCCTGACG
GGGGGACTGC

AGCATCACAR
TCGTARGTGTT

ARRTCGACGC
TTTAGCTGCG

g Y

TCAAGTCAGAR
AGTTCRGTCT

GGTGGCGARRA
CCACCGCTTT

ColEI
CCCGACAGGA
GGGCTCGTCCT

CTATARARGAT
GATATTTCTA

ACCAGGCGTT
TGGTCCGCAA

e S e A e A A R R e A R B At R At A Pk A Sk B Rk ek Bt i o ol v B o oy kS iy g g o

TCCCCCTGGR
AGGGGGACCT

AGCTCCCTCG
TCGAGGGAGC

ColEI
TGCGCTCTCC
ACGCGAGAGS

TGTTCCGACC
ACARGGCTGG

CTGCCGCTTA
GACGGCGAAT

A s B A A S e A A A R S R R e s B S A s A B A S e Sk A S Ay e e e ke mr .

CCGGATACCT
GGCCTATGGAR

GTCCGCCTTT
CAGGCGGRRAA

CTCCCTTCGG
GRGGGRAGCC

GRAGCGTEGC
CTTCGCACCG

mutacidn

GCTTTCTCAT
CGRAAGRGTA

mutacién
AGCTCACGCT
TCGAGTGCGA

GGGCIGTGTG
CCCGACACAC

GTAGGTATCT
CATCCATAGA

CACGAACCCCT
GTGCTTICGG

CAGTTCGGTG
GTCAAGCCALC

TRGGTCGTTC
ATCCAGCAAG

mutacién

CCGTTCAGTC
GGECAACTCAG
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Fig. 2 cont.

GACACGACTT
CTGTGCTGAR

ATCGCCACTG
TAGCGCETGAC

GCAGCAGCCA
CGTCGTCGGT

CTGGTARACAG
GACCATTGTC

CclET
GATTAGCAGA
CTAATCGTCT

GCGAGGTATG
CGCTCCATAC

TAGGCGGTGC
ATCCGCCACG

TACACGAGTTC
ATGTCTCAAG

TTGAAGTGGT
AALCTTCACCA

GGCCTAACTA
CCGGATTGAT

CGGCTACACT
GCCGATGTGA

mutacién

AGARGARCAG
TCTTCTTGTC

TRTTTGGTAT
ATAAACCATA

CTGCGCTCTG
GACGCGAGAC

mutacion

CTGTAGCCAG
GACATCGGTC

TTRCCTTCGG
PATGGAAGCC

ARABAGAGTT
TTTTTCTCAA

GGTAGCTCTT
CCATCGAGAA

GATCCGGCRA
CTAGGCCGETT

ColEI
ACAAACCACC
TGTTTGGTGG

ColEI

TGTTTGCAAG CAGCAGATTA CGCGCAGALA
ACAAACGTTC GTCGTCTAAT GCGCGTCTIT

s g s ok S ) S g S B o o S s S B s s b ok . o o o S St e S o Sy iy S s G g g g . g et g

CTTTGATCTT
GARACTAGRA

TTCTACGGGE
BAGARTGCCCC

ColEI
TCTCACGCTC
AGACTGCGAG

GCTGGTAGCG
CGACCATCGC

o o ket g g o i g o ey

ARAAGGATCT
TTTTCCTAGA

AGTGGAACGA
TCACCTTGCT

GTGGTTTTIT
CACCARAARRA

CAAGARGATC
GTTCTTCTAG

ARACTCATGT
TTTGAGTGCA

TAAGGGATTT

TGGTCACGATC

BTTCCCTRAXN ACCAGTCTAG

ColEI

terminador cat

TGCCTTAARA
ACGGAATTTT

AATTCATTRA
TTAARGTAATT

ARATTACGCC
TTTARTGCGEG

TAGCACCAGG
ATCGTGGTCC

CCGECCCTGCC
GGCGGGALCGS

CGTTTAAGGG
GCAARATTCCC

ACTCATCGCA
TGAGTAGCGT

CACCAATAAC
GTGGTTATTG

GTACTGTTGT
CATGACAACA

GTATTCTIGCC
COTARGACGG

C
GACATGGAAGC
CTGTACCTTC

M(R}
CCATCACRAA
GGTACGTCTTT

CGGCATGATG
GCCGTACTAC

ALCCTGRAATC
TTGGACTTAG

TGCCCATAGT

GCCAGCGGCA
CGETCGCCET

GARANCGGGC

CM(R)
TCRGCACCTT
AGTCGTGGAA

CM (R}
GCGAAGAAGT

GTCGCCTTGC
CAGCGGARCEG

TGTCCATATT

BCGGGTATCR CTTTTGCCCC CGUTTCTTCA ACAGGTATAA

o R g g 5 i S R S s B s B sy A e R R e e g g S Pl P s bk i Bl S b

AAATCARAAAC

CM{R}

TGGTGAARACT CACCCAGGGA TTGGCTGAGA
TTTAGTTTTG ACCARCTTTGA GTGGGTCCCT ARCCGACTICT

- e e R e s ko B e e At oy R ot A P et o S kPt P ot ¢ o o o S o e et T o o
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CM (R}
3501 ATTCTCAATA AACCCTTTAG GGAAATARGGC CAGGTTTTCA CCGTAACACG
TAAGAGTTAT TTCGGARATC CCTITTATCCG GTCCAAARAGT GGCATTETCL

CM(R)
3851 CCACATCTTG CGRATATATG TGTAGARARCT GUCGGARATC GTCGTGGTAT
CGTGTAGAAC GCTTATATAC ACATCTTTIGA CGGCCTTTAG CAGCACCATA

CM (R}
3601 TCACTCCAGA GCGATGARLR CGTTTCAGTT TGCTCATGGA ARACGGTGTA
AGTGAGGTCT CGCTACTTTT GCAAAGTCAA ACGAGTACCT TTTGCCACAT

CM(R)
35651 ACRAGGETGA ACACTATCCC ATATCACCAGZ CTCACCETCT TTCATTGCCA
TGTTCCCACT TGTGATAGGGE TATAGTGGTC GAGTGGCAGE AAGTAACGGT

CM(R)
3701 TACGGAACTC CGGGTGAGCA TTCATCAGGC GGGTAACAAT GTGAATAAAG
ATGCCTTGAG GCCCACTCGT ABRGTAGTCCG CCCGTTCTTA CACTTATTTC

CM(R)
3751 GCCGGATAAA ACTTGTGCTT ATTTTTICTTT ACGGTCTTTA AAAAGGCCET
OGGCCTATTT TGAACACGAA TRRAARAGAAN TGCCAGAALT TTTTCCGGCA

CMI(R)
3801 AATATCCAGC TGAACGGTCT GGTTATAGGT ACATTGAGCA ACTOACTGLA
TTATAGGTCG ACTTGCCAGA CCAATATCCA TGTAACTCGT TGACTCACTT

CM (R}
3851 ATGCCTCARAA ATGTTCTTTA CGATGCCATT GGGATATATC ARCGGTEGTR
TACGGAGTTT TACARAGAAART GCTACGGTRA CCCTATATAZ TTGCCACCAT

CM(R)
35012 TATCCAGTGA TTTTTTTCTC CATTTTAGCT TCCTTAGCTC CTGAAAATCT
ATAGCTCACT ARADAMDGAG GTAAALATCGA AGGAATCGAG GACTTTTAGA

CM(R) gD

e R P Pk ol Pk ko o ok o ot o

promotor cat

3951 CGATAACTCA ARAMATACGC CCGCTAGTGA TCTTATTTCA TTATGGTGAR
GCTATTCGACST TTITTATGCGE GOCCATCACT AGAATAAAGT AATACCACTT

promotor cat
sitio CRP

4001 ACGTTGCGARCC TCACCCGACG TUTAATGTGA GTTAGCTCAC TCATTAGECA
TCAACCTTGG AGTGGGCTGC AGATTACACT CRAATCGAGTC AGTAATCCGT

promotor cat
ARNm lac

inicio

operador lac
-35 region -10 regiodn
4051 CCCCAGGCTT TACACTTTAT GCTTCCGGCT CGTATGTTGT GTGGAATTST
GGGGTCCGAR ATGTGARATA CGAAGGCCGA GCATACARCE CACCTTAACA
operador lac sD lacZ”

. Rt Rt et Rt e A e ot e o et ———— e s e it et o ot S

4101 GAGCGGATAA CAATTTCACA CAGGAAACAG CTATGACCAT GATTACGAAT
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CTCGCCTATT GTTAAAGTGT GTCCTTTGTC GATACTGGTA CTAATGCTTA
lacz”
4151 T
A
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secuencia Flg 3
sefial ompA {
sec
sD :
Xbal (4935) ¢
cebador inverso M13 Ly EcoRV (1)
(100,0 %) sEqQ !
sD. . SexAl (37)
OPERON C 1 Acce5i (105)
ARNm LAC : /
OPERADOR 7, ‘_ifpn I (109)

ot  ¥mal (119)

delecion de

P | Bsu3sl (165)
35 BarH | (191)
%t " Bbsl (249)
cat = ’
cat o BpuAl (249)
. .
-35 ) Bsu36l (282)
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ARNIT * - Dra It (345)

S A

-16' .
’ ~_lambda
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origen o
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cebador pﬁg
ARNII - o
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inicio ~ :
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lacl vy A
Apall (2864) inspv 854)
lacl ES-,L{UI (054)
§$£BI (954)
'BssHIl (1018)

Styl (1061)

Blp1 (1085)

4 CH1

EcaR 1 (1395)
| Flagtag
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Loy (M2)
s BssHII (1428)

Streptagt
|
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L 0OGI3
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e
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e

ATCGTGCTGA
TAGCACGACT

GACCATCTCG
CTGGTAGAGC

et ot s Pt

GCTGGTACCA
CGACCATGGET

AACAACCAGC
TTGTTGGTCG

CGGCACCAGC
GCCGTGGTCG

CGGATTATTA
GCCTAATAAT

GGCACGAAGT
CCGTGCTTCA

CGCTGTTTCC
GCGACRAAAGE

GTGTGCCTGA
CACACGGACT

GGCAGATAGC
CCGTCTATCG

AACAARGCEAN
TTGTTTCGTT

GAGCAGTGGA
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Fig. 3 cont.

CCCAGCCGCC TTCAGTGAGT
GGGTCGGLGGE AAGTCACTCA

TGTRAGCGCGCA GCAGCAGCAR
ACATCGCCGT CGTCGTCGTIT

P

.

CGTCAACGGG

Bsu3sl

ot B B Bt Bk

GTCCCTCAGG
CAGGGAGTCC

GCGAGCCTTC
CGCTCGGAAC

TTGCCAGAGC
ARCGGTCTCG

TTAACCGETTIC
ARTTGGCAAG

GCCGAGCAGT
CGGCTCGTCG

TTAGCGACTT
ARTCGCZTGAA

AGCCCCGTCA
TCEGGEGECAGT

CRACAAGTAC
GTTGTTCATG

AGTCCCACAG
TCAGGGTGTC

- ——

GGGACGGCGC
CCCTGCCGEG

CGTGCCGGAT
GCACGGCCTA

CGATTACGGG
GCTAATGCCC

SexAl

- iy

GGCGCACCAG
CCGCGTGETC

CATTGGCAGC
GTAACCGTCG

CGAAACTGCT
GCTTTGACGA

-

CGTTTTAGCG
GCAAAATCGC

CCTGCARAAGC
GGACGTTTCG

Besuléel

——

TATGACATGC
ATACTGTACG

TTGGCCAGLCC
AACCGGTCGG

GARGAATTGC
CTTCTTAACG

TTATCCGGGA
AATAGGCCCT

AGGCGGGAGT
TCCGCCCTCA

GCGGCCAGCA
CGCCGGICET

BAGCTACAGC
TTCCATGTCG

230

——

CTCAGGCTGT
GAGTCCGACA

GAAAGCCGCA
CTTTCGGCGT

AGGCGAACAA
TCCGCTTGTT

GCCGTGACAG
CGGCACTGTC

GGAGACCACC

CCTCTGGTGG

GCTATCTGAS
CGATAGACTC

TGCCAGGTCA
ACGGTCCAGT

—

GTCAGCGTGT
CAGTCGCACA

AACTATGTGA
TTGATACACT

GATTTATGAT
CTAAATACTA

PP

GATCCAARMAG
CTAGGTTTTIC

——

o

GAAGACGARG
CTTCTGCTIC

TTTGGCGGC
CAAACCGCICG

CCGAGTGTGA
GGCTCACACT

AGCGACCCIG
TCCCTGGGAC

TGGCCTGGAA
ACCGGACCTT

ACACCCTCCA
TGTGGGAGET

CCTCGACGCCT
GGACTGCGGA

CGCATGAGGG
GCGTACTCCC



601

€51

701

80l

$01

1001

1081

GAGCACCGTG
CTCGTGGCAC

TAGGAGAARAR
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GAAARABACCG
CTTTTTTGGC

TARARTGARN

ATCCTCTTTT

TTGCTCTTCA
AACGAGAAGT

CCCGGCCCTG
GGGCCGGGAC

CCGGATTTAG
GGCCTARATC

CCGCOTGGGA
GGCGGACCCT

- TAAGTATTAT

ATTCATAATA

g ——

e

CTTCGAAAAL
GAAGCTTTTT

ACGCECCACCT
TGCCGETGGA

TTATTGGGGC
AATAACCCCG

ATTTTACTTT

CCCCTGTTAC
GGGGACAATG

GTGAAACCGAR
CACTTTGGCT

CTGTCCACG
GGACAGGTGC

- —

et

ARGCCCTCGA
TTCGGGAGCT

AGCACCAGCC
TCGTGCTCGG

TCAGGETGGTG
AGTCCACCAC

ATTATTGCGC
TAATRACGCG

CARAGGCACCC
GTTCCCGTGGGE

Fig. 3 cont.

TTGCGCCGAC
AACGCGGCTG

CAAAGCACTA
GTTTCGTGAT

CRARGCCCAG
GTTTCGGGETC

CCCAAACCCT
GGETTTGGGA

TCTGGCGTTG
AGACCGCARC

-

~

GTGGCTGGCT
CACCGACCGA

TGAAARCGECG
ACTTTTGCGC

CTGACTATGA
GACTGATACT

GCGTTCTCCT
CGCAAGAGGA

TGGTGACGGT
ACCACTGCCA

231

Stul

TGAGGCCTGA
ACTCCGGACT

TTGCACTGGC
AACGTGACCG

e

GTGCAATTGA
CACGTTAACT

GACCCTGACC
CTGGGACTGG

GCGTGGGCTG
CGCACCCGAC

CTGATTGATT
CACTAACTARA

TCTGACCATT
AGACTGGTAA

CAACATGGA
GGTTGTACCT

CGTTATCGTG
GCAATAGCAC

TAGCTCARGCC
ATCCAGTCCC

e e ks A

TAAGCATGCG
ATTCGTACGC

ACTCTTACCG
TGACAATGGC

AAGAAAGCGG
TTCTTTCGCC

BspEI
TGTACCTTIT
ACATGGAAAA

GATTCGCCAG
CTAAGCGGTC

GGGATGATGA
CCCTACTACT

AGCARAGATAR
TCGTTTCTAT

CCCGGTGGAT
GGECCACCTA

GTGCTTTTCGA
CACGAAAACT

TCGACCARAG
ACCTGOTTIC



1101

1151

1201

12561

1301

1351

1401

1451

1501

15851

1601

1851

1701

1751

1801

GTCCAAGCGT
CAGGTTCGCA

ACGGCTGCCC
TGCCGACGGG

CGTGAGCTGG
GCACTCGACC

GGTGCTGCA
GCCACGACCGT

CCGAGCAGCA
GGCTCGTCGT

ACCGAGCAAC
TGGCTCGETTG

ACTATAAAGA
TGATATTTCT

GAAAAATGAT
CTTTTTACTA

ACATTTTTTT
TCTAAARARR

GCGCGCGGTGT
CCCCCCCACA

TTARAATTTTT
AATTTAARAL

CAARATCCCT
GTTTTAGGGA

TTCCACTTTG
ARGGTCARAAC

AMMGGGCGRA
TTTCCCGCTT

ACCCTAATCA
TGGGATTAGT
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GTITTCCGCTG
CAAAGGCGAC

TGGGCTGCCT
ACCCGACGGA

AACAGCGGGGE
TTGTCGCCCC

AAGCAGCGGC
TTCGTCGCCG

GCTTAGGCAC
CGAATCCGTG

ACCARAAGTGG
TGGTTTCACC

TGACGATGAC
ACTGCTACTG

HindIII
AAGCTTGACC
TTCGAACTGG

OGIII3

Fig. 3 cont.

GCTCCGAGCA
CGAGGCTCGT

GCTTARAGAT
CCAATTTCTA

CGCTGACCAG
GCGACTGGETC

CTGTATAGCC
GACATATCGG

TCAGACCTAT
AGTCTGGATA

ATAARDAAGT
TATTTTTTCA

BssHIT

ARAGGCGCGC
TTTCCGCGCG

TGTGAAGTGA
ACACTTCACT

GCAARAGCAC
CGTTTTCGTIG

TATTTCCCGG
ATARAAGGGCC

CGGCGTGCAT
GCCGCACGTA

TGAGCAGCGT
ACTCGTCGCA

ATTTGCAACG
TAAACGTTGC

GGAARCCTGARA
CCTTGGCTTT

CGTGCGAGCCA
GCACCTCGGT

AAMATGGCGC
TTTTACCGCG

100,0%

2 3+ 3 3 53 3 3 1T X T 33

TGETCTGCCGT
ACAGACGGCA

ACATGAAATT
TGTACTTITAA

GTTAAATCAG
CAATTTAGTC

TATAARTCAR
ATATTTAGTT

GAACAAGAGT
CTTGTTCTCA

AAACCGTCTA
TTTGGCAGAT

AGTTTTTTGG
TCAARABACC

TTAATTAAAG
AATTAATTTC

CTAAACCTTA
CATTTGCAAT

CTCATTTTTIT
GAGTAAAANR

ARGRATAGAC
TTCTTATCTG

CCACTATTAA
GGTGATAATT

TCAGGGCGAT
AGTCCCGCTA

GGTCGAGGTG
CCAGCTCCAC

232

GGGGGGGGGES
ceeececece

ATATTTTGTT
TATAAAACHA

AACCAATAGG
TTGGTTATCC

CGAGATAGGS
GCTCTATCCC

CAGRACGTGCGA

TCTTGCACCT

GGCCCACTAC
CCGGGTGATG

CCGTAAAGCA
GGCATTTCGT

CAGCGGCGGC
GTCGCCGCCG

AACCAGTCAC
TTGGTCAGTG

ACCTTTCCGE
TGGAAAGGCC

TGTGACCGTC
ACACTGGCAC

TGAACCATAA
ACTTGGTATT

— e -

AGCGAATTCG
TCGCTTAAGC

CCCGCAGTTT
GGGCGTCARR

AGATTCTGCG
TCTRAACACGT

GCCGGCCTGG
CGGCCGGACC

ARRRATTCGCG
TTTTAAGCGC

CCGARRATCGE
GGCTTTAGCC

TTCACGTCTTC
AACTCACAAC

CTCCARCGTC
GCAGGTTGCAG

GAGRACCATC
CTCTTGCTAG

CTAAATCGGA
GATTTAGCCT



1851

1501

1551

2001

2051

2101

2151

23851

2401

2451

2501

B
31
wl
)

2601

2651

2701

ACCCTAAAGS
TGGGATTTCC

GTGGCGAGAA
CACCGCTCTIT

GGCAAGTGTA
CCGTTCACAT

ATGCGCCGCT
TACGCCGCGA

GGGGGCTTAA
CCCCCGAATT

TTTTATCGGG
AABRATAGCCC

CCAGCTGCAT
GGTCGACGTA

TTGGGAGCCA
AACCCTCGGT

ATTGCCCTTC
TAACGGGAAG

TGGTTTGCCC
ACCAAACGGS

ATATAACARTG
TATATTCTAC

CGCACCARCS
GCGTGGTTGC

CCATCTGATC
GGTARGRCTRAG

AGCATTTGCA
TCGTAAACGT

CCGTTCCGLT
GGCARGGCGA

CAGCCAGACG
GTCGGTCTGC

GCGATTTGCT
CGCTRARACGA

ACCEGTCCTCA
TGGCAGGACT
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GAGCCCCCEA
CTCGGGGGLT

AGGAAGGGAA
TCCTTCCCIT

GCGGTCACGC -

CGCCAGTGCG

ACAGGGCGCG
TETCCCGCEC

GTGGGTTGCA
CACCCGACGT

TAGCCTCACT
ATCGGAGTGA

CAGTGAATCG
GTCACTTAGC

GGSTGGTTTT
CCCACCARAAL

ACCGCCTGGC
TGGCGGACCT

CAGCAGGCGA
GTCGTCCGCT

AGCTGTCCTC
TCGACAGGAG

CGCAGCCCGG
GCGTCGGGCC

GTTGGCAACC
CRACCGTTGG

TGGTTIGTTC
ACCAAACAAC

ATCGGCTGAA
TAGCCGARCTT

CAGACGCGCC.

GTCTGCGCGG

GGTGGCCCAA
CCACCGGETT

TGGGAGARAL
ACCCTCTTTT

Fig. 3 cont.

TTTAGAGCTT
AAATCTCCAR

GAAAGCGAAAR
CTTTCGCTTT

TGCGCGTAAC
ACGCGCATTG

TGCTAGACTA
ACGATCTGAT

AAACAAANCG
TTTGTTTTGC

GCCCGCTTTC
CGGGCGAAAG

GCCRACGCGC
CGGTTGCGCG

TCTTTTCACC
AGAARAGTGG

CCTGAGAGAG
CCACTCTCTC

ARRTCCTGTT
TTTAGGACRA

GCGTATCGTCG
CCATAGCAGC

ACTCGGTAAT
TGAGCCATTA

AGCATCGCAG
TCGTAGCGTC

ARAMCCGGAC
TTTTGGCCTG

TTTGATTGCG
AAACTAACGC

GAGACAGAAC
CTCTGTCTTG

TGCGACCAGA
ACGCTGGTCT

TAATACTGTT
ATTATCGACAA

233

GACGGGGARL
CTGCCCCTTT

GGAGCGGGCE
CCTCGCCCGC

CACCACACCC
GTGGTGTGGG

CTGTTTAAAC
CACARATTIG

GCCTCCTCTC
CGGAGGACAG

CAGTCGGGAA
GTCAGCCCTT

GGGGAGAGGT
Cccccrerces

AGTGAGACGSE
TCACTCTGCC

TTGCAGCAAG
AACCTCGTIC

TGATGGETGGT
ACTACCACCA

TATCCCACTA
ATAGGGTGAT

GGCACGCATT
CCGTGCGTAA

TGGGAACGAT
ACCCTTGCTA

ATGGCACZTCC
TACCGTGAGG

AGTGAGATAT
TCACTCTATA

TTARTGGGCC
AATTACCCGG

TGCTCCACGC
ACGAGGTGCCC

GATGGGTCTC
CTACCCACAG

GCCGGCGARAC
CGGCCGCTTE

CTAGGGCGCT
GATCCCGCGA

GCCBCGCTTA
CGGCGCGAAT

CGGACCGEGEGEGE
GeoTeaoCce

AGGAAGCCGC
TCCTTCGGCG

ACCTGTCGTG
TGGACAGCAC

GGTTTGCGTA
CCARACGCAT

GCAACAGCTG
CGTTGTCGAC

CGGTCCACGC
GCCAGGIGCG

CAGCGGCGGG
TCGCCGCCT

CCGAGATGTC
GGCTCTACAG

GCGCCCAGCG
CGCGGGETCGC

GCCCTCATTC
CGGGAGTAAG

AGTCGCCTTC
TCAGCGCAAG

TTATGCCAGC
BATACGGETCG

CAGCTAACAGC

TCGATTGTCG

CCAGTCGCGT
GGTCAGCGCA

TGCTCAGAGA
ACCAGTCTCT



2751

2801

2901

2851

2001

3051

3101

3201

3251

3301

3401

3501

CATCAAGAAA
GTAGTTCTTT

GCATCCTGGT
CGTAGGACCA

CGCGAGAAGA
GCGCTCTTCT

CTACCATCGA
GATGGTAGCT

ATCGCCGCGA
TAGCGGCGCT

AACGCCAATC
TTGCGGTTAG

TAGGAATGTA
ATCCTTACAT

TTCGCAGAAR
AAGCGTCTTT

AGAGACACCG
TCTCTGTGGC

TCACCACCCT

AGTGGTGGGA

AAGGTTTTGC
TTCCAAAACG

GGCCAGGAAC
CCGGTCCTTG

GCCCCCCTGA
CGGGGGGACT

AACCCGACAG
TTGGGCTGETC

CGTGCGCTICT
SCACGCGARGA

TTCTCCCTTC
AAGAGGGAAG

CTCAGTTCGG
GAGTCAAGCC
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TAACGCCGGA
ATTGCGGCCT

CATCCAGCGG
GTAGGTCGECC

TTGTGCACCG
ARCACGTGGC

CACGACCACG
GTCGCTGETGT

CAATTTGCGA
GTTAAACGCT

AGCAACGACT
TCECTTGCTGA

ATTCAGCTCC
TAAGTCGAGG

CGTGGCTGGEC
GCACCGACCG

GCATACTCTG
CGTATGAGAC

GAATTGACTC
CTTAACTGAG

CCCATTCGAT
CGGTAAGCTA

CGTARRARGG
GCATTTTTCC

CGAGCATCAC
GCTCGTAGTG

GACTATAAAG
CTGATATTTC

CCTGTTCCGR
GGACAAGGCT

GGGARAGCGTG
CCCTTCGCAC

TGTAGGTCGT
ACATCCAGCA

ACATTARGTGC
TGTAATCACG

ATAGTTAATA
TATCAATTAT

CCGCTTTACA
GGCGAAATGT

CTGGCACZCCA
GACCGTGGGT

CGGCGCGTGC
GCCGCGCACG

GTTTGCCCGT
CAAACGGGCG

GCCATCGCCC
CGGTAGCGGC

CTGGTTCACC
GACCRAGTGG

CGACATCGTA
GCTGTAGCAT

TCTTCCGGGC
AGARAGGCCCG

GCTAGCCATG
CGATCGGTAC

CCGCETTGCT
GGCGCARCGA

ARADBATCGAC
TTTTTAGCTG

ATACCAGGCG
TATGGTCCGC

CCCTGCCGCT
GGGACGGCGA

GCGCTTTCTC
CGCGAAAGAG

TCGCZTCCARAG
AGCCAGCETTC
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Fig. 3 cont.

AGGCAGCTTC
TCCGTCGAAG

ATCAGCCCAC
TAGTCGGGTG

GGCTTCGACG
CCGAAGCTGC

CTTGATCGGC
CARCTAGCCG

AGGGCCAGAC
TCCCGGTCTIG

CAGTTGTTGT
GTCAACAACA

CTTCCACTIT
GAAGGTGAAA

ACGCGGGAAR
TGCGCCCTTIT

TAACGTTACT
ATTGCAATGA

GCTATCATGC
CGATAGTACG

TGAGCAAAMG
ACTCETTTIC

GGCCGTTTTIC
CCGCARAANG

GCTCAAGTCA
CGAGTTCAGT

TTTCCCCCTG
AAAGGEGGAC

TACCGCATAC
ATGGCCTATG

ATAGCTCACG
TATCGAGTGC

CACAGCAATA
GTGTCGTTAT

TGACACGTTG
ACTGTGCRAC

CCGCTTCETT
GGCGAAGCAA

GCGAGATTTA
CGCTCTRAAT

TGGAGGTGGC
ACCTCCACCG

GCCACGCGET
CGGTGCGCCA

TTCCCGCETT
AAGGGCGCAA

CGCTCTGATA
GCCAGACTAT

GGTTTCACAT
CCAAAGTGTA

CATACCGCGR
CTATGGCGCT

GCCAGCAAAL
CGGTCGTTIT

CATAGGCTCC
GTATCCGAGG

GAGGTGGCGA
CTCCACCGCT

GARGCTCCCT
CTTCGAGGGAR

CTGTCCGCCT
GACAGGCGGA

CTGTAGGTAT
GACATCCATA

CTGGGCTGTG
GACCCCACAC

TGCACGAACC
ACGTGCTTGG



3601

3651

3701

3751

3801

3851

3501

3851

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

CCCCCTTCAG
GGGGCARAGTC

CCAACCCGGT
GGTTGGGCCA

AGGATTAGCA
TCOTRATCET

GTGGCCTAAC
CRACCGGATTG

TGCTGTAGCC
ACGACATCGG

RAACARACCA
TTTGTTTGGT

TACGCGCAGA
ATGCGCGTCT

GGTCTGACGC
CCAGACTGCG

TCTAGCACCA
AGATCGTGGT

CCCCGCClIG
GGGGCGGGAC

" CCGACATGGA

GGCTGTACCT

CATCAGCACC
TAGTCGTGG

GGGCGRAGAA
CCCGCTTCTT

CTCACCCAGG
GAGTGGGETCC

AGGGARAATAG
TCCCTTTATC

TGTGTRGAAN
ACACATCTTT

AACGTTTCAG
TTGCAANGTC

CCATATCACC
GGTRATAGTGG
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CCCGACCECT
GGGECTGCECGA

ARAGACACGAC
TTCTGTGCTG

GAGCGAGETA
CTCGCTCCAT

TACGGCTACA
ATGCCGATGT

AGTTACCTTC
TCAATGGAAG

CCGCTGGTAG
GGCGACCATC

ARARAAAGGAT
TTTTTTCCTA

TCAGTGGAAC
AGTCACCTIG

GGCGTTTAAG
CCGCARARTTC

CCACTCATCG
GGTGAGTAGC

AGCCATCACA
TCGGTAGTGT

TTGTCGCCTT
AACAGCGGAA

GTTGTCCATA
CAACAGGTAT

GATTGGCTGA
CTAACCGACT

GCCAGGTTTT
CGGTCCAARA

CTGCCGGAAR

GACGGCCTTT

TTTGCTCATG
AAACGAGTAC

AGCTCACCGT
TCGAGTGGCA

GCGCCTTATC
CGCGGAATAG

TTATCGCCAC
AATAGCGGTG

TGTAGGCGCET
ACATCCGCCA

CTAGRAGAAC
GATCTTCTTG

GGAAARAAGAG
CCTTTTTCTC

CGGTGGTTIT
GCCACCARARA

CTCARAGAAGA
GAGTTCTTCT

GAARACTCAC
CTTTTGAGTG

GGCACCAATA
CCGTGGTTAT

CAGTACTGTT
GTCATGACAA

BACGGCATGA
TTGCCGTACT

GCGTATAATA
CGCATATTAT

TTGGCTACGT
ARCCGATGCA

GACGAAAAAC
CTGCTITTTTG

CACCGTAACA
GTGGCATTGT

TCGTCGTGET
AGCAGCACCA

GAAAACCCETC
CTTTTGCCAC

CTTTCATTIGC
GAAAGTAACGC
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CGGTAACTAT
GCCATTGATA

TGGCAGCACGC
ACCCGTCGTCE

GCTACAGAGT
CGATETCTCA

AGTATTTGGT
TCATARRCCA

TTGSTAGCTC
AACCATCGAG

TTTGTTTGCA
ARARCRARCGT

TCCTTTGATC
AGGAAACTAG

GTTAAGGGAT
CAATTCCCTTA

ACTGCCTTAA
TGACGGAATT

GTAATTCATT
CATTARGTAR

TGAACCTGAA
ACTTGGACTT

TTTGCCCATA
ARACGGGTAT

TTARATCAAR
AATTTAGTTT

ATATTCTCARZ
TATAAGAGTT

CGCCACATCT
GCGGTGETAGA

ATTCACTCCA
TAAGTGAGGET

TAACAAGGGT
ATTGTTCCCA

CATACGGAAC
GTRATGCCTTE

CGTCTTGAGT
GCAGAACTCA

CACTGGTAAC
GTGACCATTG

TCTTGAAGTG
AGAACTTCAC

ATCTGCGCTC
TAGACGCGAG

TTGATCCGGC
AACTAGGCCG

AGCAGCAGAT
TCGTCGTCTA

TTTTCTACGGE
AARRGATGCC

TTTGGTCAGA
AAACCAGTCT

ARRRARTTACG
TTTTTAATGC

AAGCATTCTG
TTCGTAAGAC

TCGCCAGCGG
AGCGGTCGLCC

GTGAAAACGG
CACTTTTGCC

ACTGGTGAAR
TGACCACTTT

TRARACCCTTT
ATTTGGGAAA

TGCGARTATA
ACGCTTATAT

GAGCGATGAA
CTCGCTACTT

GAACACTATC
CTTGTGATAG

TCCGGGTGAL
AGGCCCACTC



4501

4551

4501

4651

4701

4751

4801

4851

4801

4951

5001

CATTCATCAG
GTAAGTAGTC

TTATTTTTCT
AATAAAAAGA

CTGGTTATAG
GACCAATATC

TACGATGCCA
ATGCTACGGT

TCCATTTTAG
AGGTAAAATC

GCCCGGTAGT
CGGGCCATCA

CGTCTAATGT
GCAGATTACA

ATGCTTCCGGE
TACGAAGGCC

M13 cebador

CACAGGARAC
GTGTCCTTTG

ARAAATGARAA

" TTTTTACTTT

CTACCGTAGC
GATGGCATCG
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GCGGGCAAGA
CGCCCGTTCT

TTACGGTCTT
AATGCCAGARA

CTACATTGAG
CATGTAACTC

TTGGGATATA
AACCCTATAT

CTTCCTTAGC
GARAGGAATCG

GATCTTATTT
CTAGAATAAA

GAGTTAGCTC
CTCAATCGAG

CTCGTATGTT
GAGCATACAR

inverso 100,0

AGCTATGACC
TCGATACTGG

AAGACAGCTA
TTCTGTCGAT

EcoRV

—~

GCAGGCCGAT
CGTCCGGCTA

ATGTGAATARA
TACACTTATT

TAARAAAGGCC
ATTTTTCCGG

CAACTGACTG
GTTGACTGAC

TCAACGGTGG
AGTTGCCACC

TCCTGAARAAT
AGGACTTTTA

CATTATGGTG
GTAATACCAC

ACTCATTAGG
TGAGTAATCC

GTGTGGAATT
CACACCTTAA

o
]

ATGATTACGA
TACTAATGCT

TCGCGATTGC
AGCGCTAACG
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Fig. 3 cont.

AGGCCGGATA
TCCGGCCTAT

GTAATATCCA
CATTATAGGT

AAATGCCTCA
TTTACGGAGT

TATATCCAGT
ATATAGGTCA

CTCGATAACT
GAGCTATTGA

AAMGTTGGAA
TTTCAACCTT

CACCCCAGGC
GTGGGGTCCG

GTGAGCGGAT
CACTCGCCTA

Pt it Bt s ot o

ATTTCTAGAT
TAARAGATCTA

AGTGGCACTG
TCACCGTGAC

AAACTTGTGC
TTTGAACACG

GCTGAACGGT
CGACTTGCCA

AAATGTTCTT
TTTACAAGARA

GATTTTTTTC
CTAAAAAMAG

CAARRAATAC
GTTTTTTATG

CCTCACCCGA
GGAGTGGGCT

TTTACACTTT
AADRTGTGAAA

AACAATTTCA
TTGTTAARAGT

AACGAGGGCA
TTGCTCCCGT

GCTGGTTTCG
CGACCAAAGC
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Fig. 5

Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 9A

100

<D
(o]
!

LS
(@]
1

20 -

—4— MS-R n.° 3.3 IgG1
——MS-R n.° 8.1 IgG1
—0—MS-R n.° 7.11 IgG1
—e—MS-R n.° 7.12 1gG1
—X—BSA

—#— mab BAP-1

-+-- mab BAP-2

- mab BAP-17

—e— mab 4G8

0,01

0,1 1 10
Anticuerpo (pg/ml)

245

100



AR biotinilado unido (%)

ES 2 590 684 T3

Fig. 9B

120

—O0—MSR n.° 34.H7
—¥—MS-R n.° 7.9.H3
—8— MS-R n.° 8.2.H1
—0—MS-Rn.° 71214
—h—MS-R n.° 79.H2
-4--MSRn°72H4

—{—MSR n.° 7.2.H7 (MAB 31)

0,01

01 1 10

Anticuerpo (4g/ml)

246

100



AB biotinilado unido (%)

ES 2 590 684 T3

Fig. 9C
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Fig. 9D
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Fig- 13
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Fig: 14
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Fig.15-1
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Fig.15-2
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