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DESCRIPCION
Proteinas de unién a antigeno especificas para componente amiloide sérico p

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un anticuerpo humanizado, que se unen al componente amiloide sérico P (SAP,
serum amyloid P), a polinucledtidos que codifican dicha anticuerpo, a composiciones farmacéuticas que comprenden
dicho anticuerpo y a procedimientos de fabricacion. La presente invencion también se refiere al uso de dicho
anticuerpo en el tratamiento o profilaxis de enfermedades asociadas con deposicion amiloide que incluyen
amiloidosis sistémica, amiloidosis local, enfermedad de Alzheimer y diabetes de tipo 2.

Antecendentes de la invencion

La amiloidosis es una enfermedad grave y habitualmente letal causada por la acumulacion extracelular en los tejidos
de fibras de proteinas insolubles andémalas conocidas como fibrillas amiloides. Estas derivan de mas de 20 proteinas
diferentes en formas diferentes de la enfermedad pero todas las fibrillas amiloides comparten una estructura de
nucleo B-cruzada comun y todas derivan por plegamiento erréneo de proteinas precursoras normalmente solubles
(Pepys, M.B. (2006) Annu. Rev. Med., 57: 223-241). El componente amiloide sérico P (SAP), una proteina
plasmatica no fibrilar, también esta siempre presente en los depédsitos amiloides, en virtud de su avida unién
especifica dependiente del calcio con todos los tipos de fibrillas amiloides (Pepys y col. (1979) Clin. Exp. Immunol.,
38: 284-293; Pepys y col. (1997) Amyloid: Int. J. Exp. Clin. Invest., 4: 274-295).

El SAP humano es una proteina constitutiva en el plasma, a una concentracion de aproximadamente 20-40 mg/|
(Nelson y col. (1991) Clin. Chim. Acta, 200:191-200) y con un total de SAP de aproximadamente 50-100 mg en los
compartimentos plasmaticos y extravasculares combinados tanto en individuos normales como en pacientes con
enfermedades distintas a la amiloidosis (Hawkins y col. (1990) J. Clin. Invest., 86: 1862-1869). En pacientes con
amiloidosis, el SAP se encuentra también especificamente concentrado en los depdsitos amiloides y en un individuo
con amiloidosis sistémica amplia puede encontrarse tanto como 20.000 mg de SAP en el amiloide (Pepys y col.
(1994) PNAS, 91: 5602-5606), unido reversiblemente a las fibrillas y en equilibrio con el conjunto del SAP en fase
liquida. La funcion fisiolégica normal del SAP circulante no se comprende bien, pero experimentos con animales y
estudios in vitro sugieren un papel en la defensa del huésped (Noursadeghi y col. (2000) PNAS, 97: 14584-14589)).
El SAP es también un constituyente normal de la matriz tisular, que se asocia con las fibras elasticas y con la
membrana basal glomerular aunque se desconoce su funcion.

En la amiloidosis, los depdsitos amiloides extracelulares causan enfermedades debido a una acumulacion
progresiva, hasta que lesionan la estructura y por tanto la funcién de cualquier tejido que ocupan (Pepys, M.B.
(2006) Annu. Rev. Med., 57: 223-241). Es muy poco frecuente alguna respuesta inflamatoria o ‘cuerpo extrafio’
contra la deposicion amiloide, observada localmente en los tejidos o sugerida por marcadores de inflamacion
sistémicos. La amiloidosis sistémica puede implicar cualquier 6érgano, es normalmente letal y causa ~1 por mil de
muertes en los paises desarrollados. El amiloide localizado, confinado a un solo sitio anatomico o tipo de tejido,
también puede ser muy grave, por ejemplo, la angiopatia amiloide cerebral es una causa importante de ictus
hemorragico. Las presentaciones clinicas de la amiloidosis son extremadamente diversas y los diagndsticos raras
veces se hacen antes de que se presente una lesion organica significativa. Mas de 20 proteinas fibrilares amiloides
diferentes son responsables de diferentes formas de amiloidosis, aunque los tratamientos que reducen
sustancialmente la abundancia de la proteina precursora fibrilar amiloide respectiva detienen la acumulacion
amiloide y los depositos pueden remitir. Desgraciadamente no siempre existen medidas eficaces disponibles v,
cuando existen, son téxicas o arriesgadas y de baja actuacion (Pepys, M.B (2006) Annu. Rev. Med., 57: 223-241).
Existe por lo tanto una necesidad médica insatisfecha para una terapia que promueva con toda seguridad la
eliminacién de depésitos amiloides establecidos. Ademas, existen otras afecciones en las que los depdsitos
amiloides estan siempre presentes, con mayor importancia la enfermedad de Alzheimer (AD) y la diabetes mellitus
de tipo 2, en las que se desconoce la contribucion de la deposicion amiloide con respecto a la patogenia de la
enfermedad, especificamente la pérdida de la funciéon cognitiva y de los islotes pancreaticos, respectivamente
(Pepys, M.B. (2006) Annu. Rev. Med., 57: 223-241). Sin embargo, puede demostrarse que los depdsitos amiloides
en cualquier parte del cuerpo son patdégenos y es probable que los depdsitos cerebrales de la AD y los depdsitos
amiloides de los islotes de la diabetes de tipo 2 sean también nocivos. Dado que el tratamiento que elimina los
depdsitos amiloides en la amiloidosis sistémica sera sin duda terapéutico (Pepys, M.B. (2006) Annu. Rev. Med., 57:
223-241), la eliminacion de los depositos amiloides en la AD y en la diabetes de tipo 2 también debe ser
clinicamente beneficiosa.

La unidn del SAP estabiliza las fibrillas amiloides, las protege de la protedlisis in vitro (Tennent y col., (1995) PNAS,
92: 4299-4303), puede potenciar la fibrilogénesis amiloides in vitro (Myers y col., (2006), Biochemistry, 45: 2311-
2321) y contribuye a la patogenia de la amiloidosis sistémica in vivo (Botto y col., (1997) Nature Med., 3: 855-859).
Junto con su presencia universal en todos los depésitos amiloides, estas propiedades del SAP hacen que este sea
una diana terapéutica atractiva.

La solicitud de patente europea EP 0915088 desvela compuestos derivados de D-prolina que son inhibidores
competitivos de la unién del SAP a fibrillas amiloides, asi como procedimientos para su fabricacion. En el documento
EP 0915088 se desvela un compuesto preferido el acido (R)-1-[6-[(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo oxohexanoil]
pirrolidina-2-carboxilico (CPHPC).

La solicitud de patente internacional WO 03/051836 desvela profarmacos para compuestos derivados de D-prolina.

La solicitud de patente internacional WO 2004/099173 desvela derivados de piruvato de glicerol ciclico que son
inhibidores competitivos de la uniéon de SAP a fibrillas amiloides.

La solicitud de patente internacional WO 04/059318 describe procedimientos que aseguran que mejoran la
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formacion de fibrocitos que comprende el suministro de composiciones que se unen al SAP. Dichas composiciones
incluyen anticuerpos anti-SAP y CPHPC. El documento WO 04/059318 no describe el tratamiento de enfermedades
asociadas a la deposicién amiloides. Ademas, existen pruebas clinicas convincentes e in vivo de que ni el SAP ni su
reduccion tienen ningun efecto sobre la fibrosis en seres humanos (Tennent y col., (2007) Arthritis Rheum., 56:
2013-2017; Pepys, M.B., Tennent, G.A. and Denton, C.P. (2007) Reply to Letter from Pilling, D., Buckley, C.D.,
Salmon, M. and Gomer, R.G., Serum amyloid P and fibrosis in systemic sclerosis: comment on the article by Tennent
y col. Arthritis Rheum., 56: 4229-4230).

El compuesto bis-D-prolina, CPHPC, desvelado en las patentes indicadas anteriormente, se une con elevada
afinidad al SAP humano y se consideré como un farmaco para extraer el SAP de los depdsitos amiloides in vivo y
por lo tanto facilitar su eliminacion. La unién del CPHCP al SAP induce la eliminacion rapida del complejo por el
higado, reduce casi todo el SAP circulante siempre que se administre el farmaco y extrae bastante pero no todo el
SAP unido al amiloide (Pepys y col., (2002) Nature, 417: 254-259). En estudios clinicos iniciales (Gillmore y col.,
(2010) Brit. J. Haematol., doi:10.1111/}.1365-2141.2009.08036.x), la administracion del CPHPC parecié detener la
acumulacion amiloide pero no produjo regresion amiloide y por lo tanto el CPHPC no extrae completamente todo el
SAP de los depésitos amiloides, por lo que se necesita otra estrategia.

La solicitud de patente internacional WO 2009/000926 desvela el uso de compuestos que reducen el SAP de la
circulacion, tales como derivados de D-prolina, en particular el CPHPC, en combinacién con un anticuerpo especifico
para SAP para tratamiento o profilaxis de la amiloidosis.

La solicitud de patente internacional relacionada PCT/EP2008/011135 se refiere a diversos anticuerpos
monoclonales de ratéon que pueden usarse en combinacion con compuestos que reducen el SAP de la circulacion,
tales como derivados de D-prolina, en particular el CPHPC, para el tratamiento o la profilaxis de la amiloidosis.

Por consiguiente, existe una necesidad en la técnica para anticuerpos, particularmente anticuerpos humanizados o
humanos, que dirijan especificamente el SAP y proporcionen eficacia terapéutica mejorada en pacientes,
particularmente pacientes humanos, con enfermedades asociadas con la deposicion amiloide con objeto de
preservar la funcién organica y prolongar la vida.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencidon proporciona un anticuerpo que se une especificamente al SAP y que
comprende una region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO 28, y una region variable de cadena ligera de la
SEQ ID NO 35, y en el que el anticuerpo comprende una IgG1 humana o un dominio constante humano de IgG3.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un anticuerpo humanizado que se une especificamente al
SAP y que comprende una cadena pesada de la SEQ ID NO: 62; y una cadena ligera de la SEC ID NO: 64.

La presente invencion también proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo humanizado
de la presente invencion, vectores de expresion que comprenden el mismo y células huéspedes capaces de producir
los anticuerpos de la invencion.

En un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende un
anticuerpo, como se define en este documento. La presente invencion también proporciona procedimientos para
prevenir y/o tratar a un sujeto susceptible de o afligido por una enfermedad asociada con la deposicién amiloide,
cuyo procedimiento comprende la etapa de administrar, a dicho sujeto, una cantidad profilactica o terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo.. Se proporciona el uso de un anticuerpo, como se define en el presente documento, para
prevenir y/o tratar a un sujeto susceptible de o afligido por una enfermedad asociada con la deposicién amiloide.
También se proporciona el uso de un anticuerpo, como se define en el presente documento, para la fabricacién de
un medicamento para prevenir y/o tratar a un sujeto susceptible de o afligido por una enfermedad asociada con la
deposicion amiloide.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra las curvas de unién de anticuerpos murinos SAP-E y SAP-K a una concentracion de
revestimiento de SAP humano de 1 pg/ml.

La Figura 2 muestra las curvas de unién de anticuerpos murinos SAP-E y SAP-K a una concentracion de
revestimiento de SAP humano de 5 pg/ml.

La Figura 3 muestra las curvas de union de anticuerpos quiméricos cSAP-E y cSAP-K. El perfil de las curvas de
los anticuerpos quiméricos es el mismo que el de los hibridomas equivalentes.

La Figura 4 muestra las curvas de uniéon para SAP-K HOLO, SAP-K H1LO, SAP-K H2L0 y SAP-K H3LO en
comparacion con la quimera de SAP-K y SAP-E H1L1 en comparacion con la quimera de SAP-E. También se
ensayo un anticuerpo kappa IgG1 humano irrelevante como un control negativo.

La Figura 5 muestra anticuerpos monoclonales murinos SAP-K y SAP-E purificados en un ELISA de competencia
con la quimera SAP-E.

La Figura 6 muestra anticuerpos monoclonales murinos SAP-K y SAP-E purificados en un ELISA de competencia
con la quimera SAP-K.

La Figura 7 muestra un ensayo inmunorradiométrico de la unién de anticuerpos monoclonales de ratén SAP-E y
SAP-K al SAP humano capturados por el anticuerpo anti-SAP humano policlonal de oveja inmovilizado.
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La Figura 8 muestra el mapeo epitdpico del anticuerpo SAP-E anti-SAP humano monoclonal.

La Figura 9 muestra la localizacion de los epitopes en el SAP humano reconocido por SAP-K (A, resaltado en
negrita) y SAP-E (B, mostrado en blanco).

La Figura 10 muestra la activacion de C3 por anticuerpos anti-SAP humano monoclonales humanizados a dosis
bajas, en suero humano completo.

La Figura 11 muestra la activaciéon de C3 por anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales humanizados en
suero humano completo a dosis reducidas.

La Figura 12 muestra la activacion C3 por anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales humanizados en suero
de ratéon completo complementado con SAP humano puro.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona un anticuerpo humanizado que se une al componente amiloide sérico P (SAP),
por ejemplo al SAP humano, y su antigeno especifico (es decir, una proteina de unién al SAP). En aplicaciones
terapéuticas de la invencién, el anticuerpo activa los poderosos mecanismos corporales para la eliminacion de
residuos andémalos de los tejidos. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal.

El “componente amiloide sérico P” o “SAP” se refiere a una glicoproteina plasmatica homopentamérica de la familia
pentraxina. Cada molécula estda compuesta por 5 protémeros idénticos, cada uno con un plegamiento en barril 3
aplanado y una sola hélice alfa, asociados no covalentemente en un anillo de tipo disco con simetria pentamérica
ciclica (Hutchinson y col., (2000) Mol. Med., 6: 482-493); Pepys y col., (2002) Nature, 417: 254-259). El término
“SAP” como se usa en el presente documento también incluye la subunidad individual codificada por el gen humano
APCS (cromosoma: 1; Localizacion: 1g21-g23) o genes homologos en otros organismos, por ejemplo, la subunidad
polipeptidica del SAP humano que tiene la secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 43 asi como la forma
pentamérica natural del SAP y cualquiera de los fragmentos y variantes del SAP que conserven la actividad
bioldgica de unidn a fibrillas amiloides in vivo.

El anticuerpo de la invencién puede unirse a una cualquiera o a cualquier combinacién de las formas diferentes del
SAP descritas anteriormente. En una realizacién particular el anticuerpo de la invencién se une al SAP humano. El
anticuerpo de la invencion puede unirse al SAP cuando el SAP esta unido a fibrillas amiloides de cualquier tipo y en
cualquier localizacion extracelular dentro del cuerpo. El anticuerpo de la invencion también puede unirse al SAP
natural no unido.

Un aspecto esencial de la utilizacion de los anticuerpos de la invenciéon en procedimientos terapéuticos es que la
concentraciéon del SAP en la circulacion debe reducirse al menos el 90% por debajo de su valor normal antes de la
administracion del anticuerpo. Especificamente, esto puede conseguirse con compuestos que disminuyen la
cantidad de SAP circulante y, en particular, compuestos que den como resultado la reduccion de SAP circulante,
definido en este documento como “compuestos reductores de SAP”. Dichos compuestos son ligandos unidos al SAP
y son inhibidores competitivos de la union del SAP a fibrillas amiloides, tales como derivados de D-prolina y
derivados de piruvato de glicerol ciclico. Los derivados de D-prolina se desvelan en el documento EP 0915088, que
se incorpora en este documento por referencia en su totalidad y la expresion “derivados de D-prolina” incluye
profarmacos, tales como los descritos en el documento WO 03/051836, que también se incorpora en este
documento por referencia en su totalidad. Se contemplan las D-prolinas de las siguientes formulas:

HO O
o) I\‘ N \([(X\R
T f
R R

HO

RI
I-B
en las que
Res
0 OH
N
—N

y 1el grupo

R’ es hidrégeno o halégeno; y

X es -(CHa); -CH(R?)(CH2)n-; -CH20(CHz)n-; -CHoNH-; C(R%)=CH-; -CH,CH(OH)-; o tiazol-2,5-diil; -O-;
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Y es -S-S-; -(CH2)n-; -O-; -NH-; -N(R?)-; -CH=CH-; -NHC(O)NH-; N(R*)C(O)N(R?)-; -N[CH2CsH3s(OCHs)2]-; -
N(CH2CsHs)-; -N(CH2CsHs)C(O)N(CH2CgHs)-; -N(alcoxialquil)-; N(cicloalquil-metil)-; 2,6-piridilo; 2,5-furanilo; 2,5-
tienilo; 1,2-ciclohexilo; 1,3-ciclohexilo; 1,4-ciclohexilo; 1,2-naftilo; 1,4-naftilo; 1,5-naftilo; 1,6-naftilo; o 1,2-
fenileno, 1,3-fenileno y 1,4-fenileno, en el que los grupos fenileno estan opcionalmente sustituidos por
sustituyentes 1-4, seleccionados entre halégeno, alquilo inferior, alcoxi inferior, hidroxilo, carboxi, -COO-alquilo
inferior, nitrilo, 5-tetrazol, (pirrolidin-1-il-2-acido carboxilico)-2-oxo-etoxi, N-hidroxicarbamimidoil, 5-oxo[1,2,4]-
oxadiazolilo, 2-oxo [1,2,3 5]oxat|ad|azoI|Io 5-tioxo[1,2 4]oxad|azoI|Io y 5-terc-butilsulfanil- -[1,2 4]oxad|azoI|Io

X es (CHz)I’I- -(CHz) CH(Rz)- -(CH2),OCH>-; -NHCHz- -CH=C(R%)-; CH(OH)CHby; o tiazol-2,5-diilo; -O-;

R* es alquilo inferior, alcoxi inferior o bencilo,

nes 0-3yenelque

alquilo o alquilo inferior es alquilo C1.; alcoxi o alcoxi inferior es alcoxi Ci.6; cicloalquilo es cicloalquilo Cs.s;
halégeno es F, Cl o Br; y donde aparece la linea de puntos en la férmula es un enlace sencillo o doble;

o una sal farmacéuticamente aceptable o mono o diéster de la misma.

Las D-prolinas de la formula I-A anterior pueden escribirse como Ligando - engarce - Ligando, en el que el resto X-Y-
X' de la formula I-A forma el engarce. El engarce (X-Y-X') puede tener una longitud de 4 a 20 atomos de carbono
lineales, que incluye de 4-15 atomos de carbono lineales, de 5-10 atomos de carbono lineales y de 6-8 atomos de
carbono lineales de longitud. El engarce puede ser una cadena recta o ramificada u opcionalmente puede formar
una o mas estructuras en anillos, a condicion de que en el engarce haya al menos 4 atomos de carbono de cadena
lineal o recta. Al menos uno de los atomos de C de cadena lineal o recta se sustituyen opcionalmente por al menos
un heteroatomo seleccionado de N, O o S, ventajosamente O o S, ventajosamente O.

Por lo tanto, un “engarce opcionalmente sustituido” puede tener una o mas sustituciones que conduzcan a la
ramificacion y/o a una o mas sustituciones del atomo (o atomos) de carbono de los atomos de carbono de cadena
lineal o recta del engarce, por ejemplo el engarce puede ser un éter o un éter sustituido.

El acido (R)-1-[6-[(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoail]pirrolidina-2-carboxilico (CPHPC) es una D-prolina
especifica contemplada por la invencién. En una realizacién particular, el CPHPC se administra a un paciente
humano.

Los derivados de piruvato de glicerol ciclico se desvelan en el documento WO 2004/099173, que se incorpora en el
presente documento por referencia en su totalidad.

El término “anticuerpo”, se usa en el presente documento en su sentido mas amplio para referirse a moléculas con
un dominio de tipo inmunoglobulina e incluye anticuerpos monoclonales, recombinantes, policlonales, quiméricos,
humanizados, biespecificos y heteroconjugados; un dominio variable sencillo, un anticuerpo de dominio, fragmentos
de unién a antigeno, fragmentos inmunolégicamente eficaces, Fv monocatenario, diacuerpos, Tandabs™, etc. (para
un resglrjlwen *?*? fo)rmatos alternativos de “anticuerpos” véase Holliger y Hudson, Nature Biotechnology, 2005, Vol 23,
No. 9, 1126-1136).

La expresion “se une especificamente”, como se usa a lo largo de la presente memoria descriptiva, en relacion a
proteinas de unidon a antigeno, significa que el anticuerpo se une al SAP con ninguna o insignificante unién a
cualquier otra proteina, incluyendo moléculas estrechamente relacionadas tales como proteina C reactiva (CRP)
que, en seres humanos, comparte el 55% de restos rigurosos por homologia de secuencias de restos aminoacidicos
y tienen esencialmente el mismo plegamiento de proteina.

La constante de disociacion del equilibrio (KD) de la interaccion anticuerpo-SAP puede ser 1 mM o inferior, 100 nM o
inferior, 10 nM o inferior, 2 mM o inferior o 1 nM o inferior. Como alternativa, la KD puede ser entre 5y 10 nM; o
entre 1y 2 nM. La KD puede estar entre 1 pM y 500 pM; o entre 500 pM y 1 nM.

La afinidad de unién puede medirse por BIAcore™, por ejemplo, por captura antigénica con SAP acoplado sobre una
microplaca de carboximetil dextrano por acoplamiento de una amina primaria y captura de anticuerpos sobre esta
superficie. Como alternativa, la afinidad de unién puede medirse por BIAcore™ por la uniéon de anticuerpos anti-SAP
al SAP humano capturado por O-fosfoetanolamina inmovilizado sobre una microplaca CM5. Para medir la afinidad
de unidn, pueden usarse los procedimientos de BlAlcore™ descritos en el Ejemplo 8.

La constante de velocidad de disociacion (kd) puede ser 1x10 s ,0 |nfer|or 1x10 s” o inferior, 0 1x10° s™ o
inferior. La kd puede ser entre 1x10° Pg y 1x10*'s™: 0 entre 1x10* s y 1x10° s™. Una kd pequeia puede dar como
resultado una disociacion lenta del complejo antlcuerpo ligando y una eliminacién mejorada de los complejos del
SAP unidos a amiloide.

Sera evidente para los expertos en la materia que el término “derivado” pretende definir no solo la fuente en el
sentido de ser el origen fisico del material sino también definir el material que es estructuralmente idéntico al material
pero que no se origina a partir de la fuente de referencia. Por lo tanto, no es necesario que los “restos encontrados
en el anticuerpo donante” se hayan purificado del anticuerpo donante.

Por “aislado” se entiende que la molécula, tal como una proteina de unién a antigeno, se retire del medio en el que
puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, la molécula puede purificarse lejos de sustancias con las que
podrian existir normalmente en la naturaleza. Por ejemplo, la masa de la molécula en una muestra puede ser el 95%
de la masa total.

Un “anticuerpo quimérico” se refiere a un tipo de anticuerpo modificado por ingenieria genética, que contiene una
region variable de origen natural (cadenas ligera y pesada) derivada de un anticuerpo donante en asociacion con
regiones constantes de cadena ligera y pesada derivadas de un anticuerpo aceptor.

Un “anticuerpo humanizado” se refiere a un tipo de anticuerpo modificado por ingenieria genética que tiene sus CDR
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derivadas de una inmunoglobulina donante no humana, derivandose las restantes partes de la molécula, derivadas
de inmunoglobulina, de una inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) humana. Ademas, los restos que soportan la
region marco conservada pueden modificarse para conservar la afinidad de union (véase como por ejemplo, Queen
y col. Proc. Natl Acad Sci USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson y col. Bio/Technology, 9:421 (1991)). Un
anticuerpo aceptor humano gdecuado puede ser uno seleccionado de una base de datos convencional, por ejemplo,
la base de datos de KABAT", la base de datos de Los Alamos, y la base de datos de Swiss Protein, por homologia
con respecto a los nucledtidos y secuencias de aminoacidos del anticuerpo donante. Un anticuerpo humano
caracterizado por una homologia con respecto a las regiones marco conservada s del anticuerpo donante (en una
base de aminoacidos) puede ser adecuado para proporcionar una region constante de cadena pesada y/o una
region marco conservada variable de cadena pesada para la insercién de las CDR donantes. De manera similar,
puede seleccionarse un anticuerpo aceptor adecuado que pueda donar regiones marco conservadas constantes o
variables de cadena ligera. Deberia observarse que las cadenas pesada y ligera del anticuerpo aceptor no se
originan necesariamente a partir del mismo anticuerpo aceptor. La técnica anterior describe varias formas de
producir dichos anticuerpos humanizados- véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-0239400 y EP-A-054951.

La expresion “anticuerpo donante” se refiere a un anticuerpo que aporta las secuencias de aminoacidos de sus
regiones variables, las CDR, u otros fragmentos funcionales o sus analogos a un primer compafiero de
inmunoglobulina. Por lo tanto el donante proporciona la region codificante de inmunoglobulina modificada y el
anticuerpo modificado expresado resultante con la especificidad antigénica y actividad neutralizante caracteristicas
del anticuerpo donante.

La expresion “anticuerpo aceptor” se refiere a un anticuerpo que es heterdlogo con respecto al anticuerpo donante,
que aporta todas (o alguna parte) las secuencias de aminoacidos que codifican sus regiones marco conservadas de
cadena ligera y/o pesada y/o sus regiones constantes de cadena pesada y/o ligera con respecto al primer
companfero de inmunoglobulina. El anticuerpo aceptor puede ser un anticuerpo humano.

La expresiéon “anticuerpo humano” se refiere a un cuerpo derivado de secuencias génicas de inmunoglobulina
humana. Estos anticuerpos completamente humanos proporcionan una alternativa para volver a modificar por
ingenieria genética, o des-inmunizar, anticuerpos monoclonales de roedores (por ejemplo anticuerpos humanizados)
como una fuente de anticuerpos terapéuticos de baja inmunogenicidad y estos se generan normalmente usando
plataformas de presentacion de fagos o de ratones transgénicos. En una realizacion, un anticuerpo de la invencion
es un anticuerpo humano.

Los términos “VH” y “VL”, como se usan en el presente documento, se refieren a la region variable de cadena
pesada y a la region variable de cadena ligera, respectivamente, de una proteina de unién a antigeno.

Las “CDR” se definen como las secuencias de aminoacidos de la regidon determinante de la complementariedad de
una proteina de unién a antigeno. Estas son las regiones hipervariables de las cadenas pesada y ligera de
inmunoglobulina. Existen tres CDR de cadena pesada y tres de cadena ligera (o regiones CDR) en la parte variable
de una inmunoglobulina. Por lo tanto, las "CDR”, como se usa en el presente documento, se refiere a las tres CDR
de cadena pesada, a las tres CDR de cadena ligera, a todas las CDR de cadena pesada y ligera o al menos dos
CDR.

A lo largo de esta memoria descriptiva, los restos aminoacidicos de las secuencias de dominio variable y de las
secuencias de anticuerpos de longitud completa se numeran de acuerdo con la convencion de la numeracion de
Kabat. De manera similar, los términos, “CDR”, “CDRL1”, “CDRL2”, “CDRL3”, “CDRH1”, “CDRHZ2”, “CDRH3” usados
en los Ejemplos siguen la convencion de la numeracién de Kabat. Para informacion adicional, véase Kabat y col,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 42 Ed., U.S. Department of Health and Human Services, National
Institutes of Health (1987).

Sin embargo, aunque los presentes inventores usan la convencion de la numeracion de Kabat para los restos
aminoacidicos en las secuencias de dominio variable y en las secuencias de anticuerpos de longitud completa a lo
largo de esta memoria descriptiva, sera evidente para los expertos en la materia que existen convenciones de
numeracion alternativas para los restos aminoacidicos en las secuencias de dominio variable y en las secuencias de
anticuerpos de longitud completa. También existen convenciones de numeracion alternativas para las secuencias de
la CDR, por ejemplo las expuestas en Chothia y col (1989) Nature 342: 877-883. La estructura y plegamiento de las
proteinas del anticuerpo puede significar que otros restos se consideran parte de la secuencia de la CDR y podria
entenderse como tal por un experto en la materia.

Otras convenciones de numeracion para secuencias de la CDR, disponibles para un experto, incluyen
procedimientos “AbM;” (University of Bath) y “contact” (University College London). La region solapante minima
usando al menos dos de los procedimientos Kabat, Chothia, AbM y contact puede determinarse para proporcionar la
“unidad de unién minima”. La unidad minima puede ser una sub-parte de una CDR.

La siguiente tabla 1 representa una definicion usando cada convencion de numeracién para cada CDR o unidad de
unién. En la Tabla 1 se usa el esquema de numeracion de Rabat, para numerar la secuencia de aminoacidos del
dominio variable. Debe observarse que algunas de las definiciones de la CDR pueden variar dependiendo de la
publicacion individual usada.

Tabla 1
CDR de Kabat | CDR de Chothia | CDR de AbM | CDR de Contact | Unidad de unién minima
HT | 31-35/35A/35B | 26-32/33/34 26-35/35A/35B | 30-35/35A/35B | 31-32
H2 | 50-65 52-56 50-58 47-58 52-56
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(continuacion)

CDR de Kabat | CDR de Chothia | CDR de AbM | CDR de Contact | Unidad de unién minima
H3 | 95-102 95-102 95-102 93-101 95-101
L1 | 24-34 24-34 24-34 30-36 30-34
L2 | 50-56 50-56 50-56 46-55 50-55
L3 | 89-97 89-97 89-97 89-96 89-96

Como se usa este documento, la expresion “sitio de union a antigeno”, se refiere a un sitio, en una proteina de union
a antigeno, que puede unirse especificamente a un antigeno. Este puede ser un dominio sencillo (por ejemplo, un
dominio de union epitdpico), o dominios Fv monocatenarios (ScFv) o pueden ser dominios emparejados de VH/VL
como puede encontrarse en un anticuerpo convencional.

El término “epitope”, como se usa en este documento, se refiere a una parte del antigeno que se pone en contacto
con un dominio de unién particular de la proteina de unién a antigeno. Un epitope puedes ser lineal, comprendiendo
una secuencia de aminoacidos del antigeno esencialmente lineal. Como alternativa, un epitope puede ser
conformacional o discontinuo. Por ejemplo, un epitope conformacional comprende restos aminoacidicos que
requieren un elemento de limitacién estructural. En el caso de un epitope conformacional, aunque los restos pueden
ser de diferentes regiones de la cadena peptidica, pueden estar en estrecha proximidad en la estructura
tridimensional del antigeno. En el caso de antigenos multiméricos, tales como SAP, un epitope conformacional
puede incluir restos de diferentes cadenas peptidicas que pueden estar en estrecha proximidad en la estructura
tridimensional del antigeno. Dichos restos estructuralmente colindantes pueden terminarse por medio de programas
informaticos de modelaciéon o a través de estructuras tridimensionales obtenidas por medio de procedimientos
conocidos en la técnica, tales como cristalografia de rayos X.

Un epitope discontinuo comprende restos aminoacidicos que estan separados por otras secuencias, es decir no en
una secuencia continua en la secuencia primaria del antigeno. En el contexto de la estructura terciaria y cuaternaria
del antigeno, los restos de un epitope discontinuo estan lo suficientemente cerca entre si que para unirse por una
proteina de unidén a antigeno.

En una realizaciéon, un anticuerpo de la invencién se une a un epitope dentro de los restos 140-158 del SAP
humano.

Para las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos, la expresion “idéntico” o “identidad de secuencia” indica el
grado de identidad entre dos secuencias de acido nucleico o dos secuencias de aminoacidos cuando se alinean
optimamente y se comparan con inserciones o deleciones apropiadas.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcién del niumero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias (es decir, % de identidad = nimero de posiciones idénticas/nimero total de posiciones multiplicado
por 100), teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que se necesita introducir para el
alineamiento optimo de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y determinacion del porcentaje de
identidad entre dos secuencias puede lograrse usando un algoritmo matematico, como se describe a continuacion.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos puede determinarse usando el programa GAP del
paquete informatico GCG, usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y un
peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, o 6. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos o de
aminoacidos también puede determinarse usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:11-
17 (1988)) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version 2.0) usando una tabla de peso de restos PAM120,
una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una penalizacién de hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad
entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol.
Biol. 48:444-453 (1970)) que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete informatico GCG, usando una
matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4, y un peso de longitud de 1,
2,3,4,506.

Como ejemplo, una secuencia de polinucledtidos puede ser idéntica a una secuencia de polinucledtidos de
referencia como se describe en el presente documento (véanse, por ejemplo, las SEC ID NO: 8, 10, 18, 20, 45-48,
51- 61, 63, 65-73), que tiene una identidad del 100% o puede incluir hasta un determinado numero entero de
modificaciones de nucleétidos en comparacion con la secuencia de referencia, tal como al menos 50, 60, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 96, 97, 98 o un 99% de identidad. Dichas modificaciones se seleccionan de al menos una delecion,
sustitucion de nucleoétidos, incluyendo transicion y transversion, o insercion, y en el que dichas modificaciones
pueden producirse en las posiciones 5’ o 3’ terminales de la secuencia de nucleétidos de referencia o en cualquier
sitio entre aquellas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los nucledtidos en la secuencia de
referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. El numero de modificaciones de
nucleétidos se determina multiplicando el nimero total de nucleétidos en la secuencia polinucleotidica de referencia,
como se describe en el presente documento (véanse, por ejemplo, las SEC ID NO: 8, 10, 18, 20, 45-48, 51-61, 63,
65-73), por el porcentaje numérico de la identidad porcentaje respectiva (dividido entre 100) y restando este
producto de dicho nimero de nucleétidos totales en la secuencia polinucleotidica de referencia como se describe en
el presente documento (véanse, por ejemplo, las SEQ ID NO:8, 10, 18, 20, 45-48, 51-61, 63, 65-73), o:

Nn < Xp - (Xn @ y),
en la que n, es el numero de modificaciones nucleotidicas, x, es el nimero total de nucleétidos en la secuencia

polinucleotidica de referencia, como se describe en el presente documento (véanse, por ejemplo, las SEQ ID NO: 8,
10, 18, 20, 45-48, 51-61, 63, 65-73), e y es 0,50 para el 50%, 0,60 para el 60%, 0,70 para el 70%, 0,75 para el 75%,
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0,80 para el 80%, 0,85 para el 85%, 0,90 para el 90%, 0,95 para el 95%, 0,99 para el 99% o 1,00 para el 100%, * es
el simbolo para el operador de multiplicacion y en el que cualquier producto no entero de x, € y se redondea a la
baja hacia el numero entero mas cercano antes de restarlo de x.

De manera similar, una secuencia polipeptidica puede ser idéntica a una secuencia de referencia polipeptidica como
se describe en el presente documento (véanse, por ejemplo, las SEQ ID NO:1-7, 9, 11-17, 19, 21-24, 27-31, 34-42,
62, 64, 74), que tiene una identidad del 100%, o puede incluir hasta un determinado numero entero de
modificaciones de aminoacidos en comparacién con la secuencia de referencia de manera que el % de identidad
sea menor del 100%, tal como al menos 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o0 99% de identidad. Dichas
modificaciones se seleccionan del grupo que consiste en al menos una delecion, sustitucion de aminoacidos,
incluyendo sustitucion o insercion conservativa y no conservativa y en el que dichas modificaciones pueden
producirse en las posiciones amino- o carboxilo- terminal de la secuencia polipeptidica de referencia o en cualquier
sitio entre estas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los aminoacidos en la secuencia de
referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. El numero de modificaciones de
aminoacidos para un % de identidad proporcionado, se determina multiplicando el nimero total de aminoacidos en la
secuencia polipeptidica codificada por la secuencia de referencia polipeptidica, como se describe en el presente
documento (véanse, por ejemplo, las SEQ ID NO:1-7, 9, 11-17, 19, 21-24, 27-31, 34-42, 62, 64, 74) por el porcentaje
numérico de la identidad porcentaje respectiva (dividido entre 100) y después restando este producto de dicho
numero total de aminoacidos en la secuencia polipeptidica de referencia como se describe en el presente
documento (véanse, por ejemplo, las SEQ ID NO:1-7, 9, 11-17, 19, 21-24, 27-31, 34-42, 62, 64, 74), o:

Na< Xa - (Xa oY),

en la que n, es el nimero de modificaciones de aminoacidos, X, es el nUmero total de aminoacidos en la secuencia
polipeptidica de referencia, como se describe en el presente documento (véanse, por ejemplo, las SEQ ID NO: 1-7,
9, 11-17, 19, 21-24, 27-31, 34-42, 62, 64, 74), e y es 0,50 para el 50%, 0,60 para el 60%, 0,70 para el 70%, 0,75
para el 75%, 0,80 para el 80%, 0,85 para el 85%, 0,90 para el 90%, 0,95 para el 95%, 0,99 para el 99% o 1,00 para
el 100%, « es el simbolo para el operador de multiplicacion y en el que cualquier producto no entero de x, e y se
redondea a la baja hacia el nimero entero mas cercano antes de restarlo de Xx.

El % de identidad puede determinarse a través de la longitud de la secuencia.

» o«

Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” se refieren cada uno a una molécula que comprende dos o mas
restos aminoacidicos. Un péptido puede ser monomeérico o polimérico.

En la técnica se reconoce bien que determinadas sustituciones de aminoacidos se considera que son
“conservativas”. Los aminoacidos se dividen en grupos basandose en propiedades de cadena lateral comunes y se
considera que las sustituciones dentro de grupos que mantienen toda o sustancialmente toda la afinidad de unién
del anticuerpo son sustituciones conservativas, véase la siguiente Tabla 2:

Tabla 2
Cadena lateral Miembros
Hidréfobos Met, Ala, Val, Leu, lle
Hidréfilos neutros Cys, Ser, Thr
Acidos Asp, Glu
Basicos Asn, GIn, His, Lys, Arg
Restos que influyen en la orientacion de la cadena | Gly, Pro
Aromaticos Trp, Tyr, Phe

El anticuerpo puede competir por la unién a SAP con un anticuerpo de referencia que comprende una secuencia de
region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 7 y una secuencia de region variable de cadena ligera de la
secuencia de la SEQ ID NO: 9. Como alternativa, el anticuerpo puede competir por la unién a SAP con un anticuerpo
de referencia que comprende una secuencia de region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 17 y una
secuencia de region variable de cadena ligera de la SEQ ID NO: 19.

La competicidon entre el anticuerpo y el anticuerpo de referencia puede terminarse por ELISA, FMAT o BlAcore de
competencia. Un anticuerpo competente puede unirse al mismo epitope, a un epitope solapante o a un epitope muy
cercano al epitope al cual se une el anticuerpo de referencia.

Las CDR correspondientes pueden definirse por referencia a los procedimientos de Kabat (1987), Chothia (1989),
AbM o contact, o una combinaciéon de estos procedimientos. Una definicion de cada uno de los procedimientos
puede encontrarse en la Tabla 1 y puede aplicarse al dominio variable de cadena pesada de referencia de la SEQ ID
NO: 7 y al dominio variable de cadena ligera de referencia de la SEQ ID NO: 9 para determinar la CDR
correspondiente.

La invencion también proporciona un anticuerpo que se une especificamente a SAP y que comprende una region
variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 28 y una region variable de cadena ligera de la SEC ID NO: 35.

El anticuerpo comprende la siguiente combinacién de region variable de cadena pesada y cadena ligera: H1L1 (SEQ
ID NO: 28 y SEQ ID NO: 35)
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La region variable de cadena pesada puede combinarse con una regidon constante humana adecuada. La region
variable de cadena ligera puede combinarse con una region constante adecuada.

El anticuerpo de la invencion puede comprender una cadena pesada de SEQ ID NO: 62 y una region variable de
cadena ligera de SEQ ID NO: 64.

La molécula SAP de tipo disco tiene dos caras. La hélice alfa sencilla presente en cada uno de los 5 protémeros se
localiza en la cara A. La cavidad de union al ligando dependiente del calcio de cada promotor se localiza en la cara B
y por lo tanto esta cara esta tapada cuando el SAP esta unido a fibrillas amiloides. Para que un anticuerpo de la
presente invencion tengan utilidad terapéutica, el epitope reconocido por anticuerpo descrito en el presente
documento es deseablemente accesible en el SAP cuando el SAP esta unido a depdsitos amiloides y esta por lo
tanto localizado en la cara A o en los extremos de la molécula SAP. Por tanto, el anticuerpo puede reconocerse y
unirse al SAP unido a amiloide, conduciendo a la activacién del complemento que desencadena el mecanismo de
eliminacion dependiente de macréfagos eficaz en el cuerpo. Por consiguiente, en una realizacion de la invencion el
anticuerpo se une al SAP humano que esta unido a fibrillas amiloides in vivo. En otra realizacion de la invencion, el
anticuerpo se une a la cara A del SAP humano.

El anticuerpo puede comprender una o mas modificaciones seleccionadas de un dominio constante mutado, de
manera que el anticuerpo tiene funciones efectoras/CCDA y/o de activacion del complemento modificadas. En
Shields y col. J. Biol. Chem (2001) 276: 6591-6604, Lazar y col. PNAS (2006) 103: 4005-4010 y en los documentos
US6737056, WO2004063351 y WO2004029207, se describen ejemplos de modificaciones adecuados.

El anticuerpo puede comprender un dominio constante con un perfil de glucosilacion modificado de manera que el
anticuerpo tiene funciones efectoras/CCDA y/o activacion del complemento modificadas. En los documentos
W02003/011878, WO2006/014679 y EP1229125, se describen ejemplos de metodologias adecuadas para producir
un anticuerpo con un perfil de glucosilacion modificado.

La presente invencidon también proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo como se
describe en el presente documento.

La molécula de acido nucleico que codifica la region variable de cadena pesada puede comprender la SEQ ID NO:
54. La molécula de acido nucleico que codifica la region variable de cadena ligera puede comprender la SEQ ID NO:
59.

La molécula de acido nucleico también puede contener una o mas sustituciones de nucleétidos que no modifica la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada y/o ligera codificada.

La presente invencion también proporciona un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico
como se describe en el presente documento. También se proporciona una célula huésped recombinante, que
comprende un vector de expresion como se describe en el presente documento.

El anticuerpo descrito en el presente documento puede producirse en una célula huésped adecuada. Un
procedimiento para la produccién de anticuerpo como se describe en el presente documento puede comprender la
etapa de cultivar una célula huésped como se describe en el presente documento y recuperar el anticuerpo. Una
célula huésped recombinante, transformada, transfectada o transducida puede comprender al menos un casete de
expresion, mediante la cual dicho casete de expresién comprende un polinucleétido que codifica una cadena pesada
de la proteina de unién a antigeno descrita en el presente documento y adicionalmente comprende un polinucleétido
que codifica una cadena ligera del anticuerpo descrito en el presente documento. Como alternativa, una célula
huésped recombinante, transformada, transfectada o transducida puede comprender al menos un casete de
expresion, mediante la cual un primer casete de expresién comprende un polinucleétido que codifica una cadena
pesada del anticuerpo descrito en el presente documento y comprende adicionalmente un segundo casete que
comprende un polinucledtido que codifica una cadena ligera del anticuerpo descrito en el presente documento. Una
célula huésped establemente transformada puede comprender un vector que comprende uno o mas casetes de
expresion que codifican una cadena pesada y/o una cadena ligera del anticuerpo descrito en el presente documento.
Por ejemplo dichas células huéspedes pueden comprender un primer vector que codifica la cadena ligera y un
segundo lector que codifica la cadena pesada.

La célula huésped puede ser eucariota, por ejemplo, de mamifero. Los ejemplos de dichas lineas celulares incluyen
CHO o NSO. La célula huésped puede cultivarse en un medio de cultivo, por ejemplo, en un medio de cultivo sin
suero. El anticuerpo puede secretarse por la célula huésped en el medio de cultivo. El anticuerpo puede purificarse
hasta al menos el 95% o mas (por ejemplo el 98% o mas) con respecto a dicho medio de cultivo que contiene el
anticuerpo.

Puede proporcionarse una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Puede proporcionarse un kit de partes que comprende la composicion farmacéutica junto con
instrucciones para su uso. Por comodidad, el kit puede comprender los reactivos en cantidades predeterminadas con
instrucciones para su uso.

Estructuras de Anticuerpos

Anticuerpos intactos

Basandose en la secuencia de aminoacidos de la regién constante, las cadenas ligeras de anticuerpos de la mayoria
de las especies de vertebrados pueden asignarse a uno o dos tipos denominados kappa y lambda. Dependiendo de
la secuencia de aminoacidos de la regiéon constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos humanos pueden
asignarse a cinco clases diferentes IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Adicionalmente, IgG e IgA pueden subdividirse en
subclases IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4; e IgA1 e IgA2. Existen variantes de especies con ratones y ratas que tienen al
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menos IgG2a, 1IgG2b.

Las partes mas conservadas de la region variable se denominan regiones marco conservadas (FR). Los dominios
variables de cada cadena pesada y ligera intacta pueden comprender cuatro FR conectadas por tres CDR. Las CDR
en cada cadena se mantienen unidas en estrecha proximidad por las regiones FR y con las CDR de la otra cadena
contribuyen a la formacion del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos.

Las regiones constantes no estan directamente implicadas en la unién del anticuerpo al antigeno pero presentan
diversas funciones efectoras tales como participaciéon en la citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (CCDA), fagocitosis por la unién al receptor de Fcy, indice de semivida/eliminaciéon mediante el receptor
de Fc neonatal (FcRn) y activacion del complemento mediante el componente C1q, conduciendo a la quimiotaxis,
opsonizacion y potencialmente, en el caso de una diana antigénica celular viable, acciones citoliticas del
complemento. Los anticuerpos humanos de la clase IgG1 son los mas potentes activando el sistema del
complemento y son por lo tanto el isotipo deseable para la aplicacion terapéutica de los anticuerpos de la presente
invencion.

Se ha indicado que la region constante de la IgG2 humana carece esencialmente de la capacidad de activar el
complemento mediante la ruta clasica o de mediar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Se ha
indicado que la region constante de la 1IgG4 carece de la capacidad de activar el complemento mediante la ruta
clasica y apenas media la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Los anticuerpos que carecen
esencialmente de estas funciones efectoras pueden denominarse anticuerpos “no liticos”.

Anticuerpos Quiméricos y Humanizados

Los anticuerpos quiméricos se producen tipicamente usando procedimientos de ADN recombinante. EI ADN que
codifica los anticuerpos (por ejemplo ADNc) se aisla y se secuencia usando procedimientos convencionales (por
ejemplo usando sondas oligonucleotidicas que pueden unirse especialmente a genes que codifican las cadenas Hy
L del anticuerpo. Las células de hibridoma proporcionan una fuente tipica de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se
introduce en vectores de expresion que después se transfectan en células huéspedes tales como E. coli, células
COS, células CHO o células de mieloma que por otro lado no producen la proteina de inmunoglobulina para obtener
la sintesis del anticuerpo. EI ADN puede modificarse sustituyendo la secuencia codificante para cadenas L y H
humanas por las regiones constantes H y L correspondientes no-humanas (por ejemplo murinas) H y L, véase por
ejemplo Morrison (1984) PNAS 81: 6851.

Puede conseguirse una gran disminucién en inmunogenicidad injertando solamente las CDR de anticuerpos no
humanos (por ejemplo murinos) (anticuerpos “donantes”) sobre la regién marco conservada humana (“region marco
conservada aceptora”) y regiones constantes para generar anticuerpos humanizados (véase Jones y col. (1986)
Nature 321: 522-525; y Verhoeyen y col. (1988) Science 239: 1534-1536).

Sin embargo, de por si el injerto de una CDR no puede dar como resultado la conservacion completa de las
propiedades de unién a antigeno y con frecuencia se observa que algunos restos de la regiéon marco conservada
(denominados a veces “retromutaciones”) del anticuerpo donante deben conservarse en la molécula humanizada si
debe recuperarse una afinidad de unién a antigeno significativa (véase Queen y col. (1989) PNAS 86: 10,029-
10,033: Co y col. (1991) Nature 351: 501-502). En este caso, las regiones variables humanas que muestran la mayor
homologia de secuencia con el anticuerpo donante no-humano se seleccionan de una base de datos para
proporcionar la regién marco conservada (RF) humana. La seleccién de las RF humanas puede realizarse a partir de
anticuerpos consenso humanos o humanos individuales. Si fuera necesario, para conservar conformaciones CDR,
pueden sustituirse restos clave del anticuerpo donante en la region marco conservada aceptora humana. Para
ayudar a identificar dichos restos estructuralmente importantes, puede usarse la modelacion informatizada de los
anticuerpos, véase el documento WO 99/48523.

Como alternativa, la humanizacion puede conseguirse mediante un proceso de “sustitucion en superficie”. Un
analisis estadistico de regiones variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina humana y murina reveld
que los patrones exactos de restos expuestos son diferentes en anticuerpos humanos y murinos, y la mayoria de las
posiciones superficiales individuales tienen una fuerte preferencia por un pequefio nimero de restos diferentes
(véase Padlan y col. (1991) Mol. Immunol. 28: 489-498; y Pedersen y col. (1994) J. Mol. Biol. 235: 959-973). Por lo
tanto es posible reducir la inmunogenicidad de un Fv no humano sustituyendo restos expuestos en sus regiones
marco conservadas que difieren de aquellas normalmente encontradas en anticuerpos humanos. Debido a que la
antigenicidad de proteina puede correlacionarse con la accesibilidad superficial, la sustitucion de los restos en la
superficie puede ser suficiente para hacer “invisible” la regidon variable de raton para el sistema inmune humano
(véase también Mark y col. (1994) in Handbook of Experimental Pharmacology Vol. 113: The pharmacology of
Monoclonal Antibodies, Springer-Verlag, 105-134). Este procedimiento de humanizacién se denomina “sustitucion en
superficie” porque solamente se modifica la superficie del anticuerpo, los restos de refuerzo permanecen inalterados.
Otras estrate%as alternativas incluyen las expuestas en el documento WO04/006955 y en el procedimiento de
Humaneering " (Kalobios) que utiliza sistemas de expresion bacterianos y produce anticuerpos que estan proximos
a la linea germinal humana en la secuencia (Alfenito-M Advancing Protein Therapeutics January 2007, San Diego,
California).

Métodos de Produccién

Las proteinas de unién a antigeno pueden producirse en organismos transgénicos tales como cabras (véase Pollock
y col. (1999) J. Immunol. Methods 231: 147-157), pollos (véase Morrow (2000) Genet. Eng. News 20: 1-55), ratones
(véase Pollock y col.) o plantas (véase Doran (2000) Curr. Opinion Biotechnol. 11: 199-204; Ma (1998) Nat. Med. 4:
601-606; Baez y col. (2000) BioPharm 13: 50-54; Stoger y col. (2000) Plant Mol. Biol. 42: 583-590).

Las proteinas de unién a antigeno también pueden producirse por sintesis quimica. Sin embargo, las proteinas de
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union a antigeno se producen tipicamente usando tecnologia de cultivo celular recombinante bien conocida por los
expertos en la materia. Un polinucledtido que codifica la proteina de unidén a antigeno se aisla y se inserta en un
vector que puede replicarse, tal como un plasmido, para clonacién posterior (amplificacion) o expresion. Un sistema
de expresion es un sistema sintetasa glutamato (tal como el comercializado por Lonza Biologics), particularmente en
el que la célula huésped es CHO o NSO. El polinucleétido que codifica la proteina de unién a antigeno se aisla y se
secuencia facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, sondas oligonucleotidicas). Los vectores
que pueden usarse incluyen plasmidos, virus, fagos, transposones, minocromosomas cuyos plasmidos se usan
tipicamente. Generalmente dichos vectores incluyen adicionalmente una secuencia de senral, un origen de
replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento amplificador, un promotor y secuencias de terminacion de la
transcripcion unidas operativamente al polinucleétido de la proteina de unién a antigeno para facilitar la expresion. El
polinucledtido que codifica las cadenas ligera y pesada puede insertarse en vectores individuales e introducirse (por
ejemplo, por transformacion, transfeccion, electroporacion o transduccion) en la misma célula huésped simultanea o
secuencialmente o, si se desea, antes de dicha introduccion, la cadena pesada y la cadena ligera pueden insertarse
en el mismo vector.

La optimizaciéon con codén puede usarse con el propdsito de que el nivel total de proteina producido por la célula
huésped sea mayor cuando se transfecta con el gen de codén optimizado en comparacion con el nivel cuando se
transfecta con la secuencia. Se han publicado diversos procedimientos (Nakamura y col. (1996) Nucleic Acids
Research 24: 214-215; documentos W098/34640; W097/11086). Debido a la redundancia del cédigo genético,
polinucledtidos alternativos a los descritos en el presente documento (particularmente los optimizados por codones
para la expresion en una célula huésped determinada) también pueden codificar las proteinas de unién a antigeno
descritas en el presente documento. Por lo tanto, el uso del codon de la proteina de unidn a antigeno de la presente
invencion puede modificarse para adaptar desviaciones de codén de la célula huésped de manera que se aumenta
la transcripcion y/o la produccion del producto (por ejemplo Hoekema y col Mol Cell Biol 1987 7(8): 2914-24). La
eleccion de codones puede basarse en la compatibilidad adecuada con la célula huésped usada para expresion.

Secuencias de senal

Las proteinas de unién a antigeno pueden producirse como una proteina de fusién con una secuencia de sefal
heteréloga que tiene un sitio de escision especifico en el extremo N de la proteina madura. La célula huésped debe
reconocer y procesar la secuencia de senal. Para las células huéspedes procariotas, las secuencias de sefal
pueden ser, por ejemplo, secuencias lider de fosfatasa alcalina, penicilinasa o de enterotoxina Il termoestable. Para
la secrecion en levaduras las secuencias de sefial pueden ser, por ejemplo, una secuencia lider de invertasa de
levadura, una secuencia lider de factor o 0 secuencias lider de acido fosfatasa, véase, por ejemplo, el documento
WQ090/13646. En los sistemas celulares de mamiferos, pueden ser adecuadas secuencias lideres secretoras virales,
tales como la sefial gD del herpes simple y una secuencia de sefial de inmunoglobulina natural. Tipicamente la
secuencia de sefal esta ligada en fase de lectura al ADN que codifica la proteina de unidn a antigeno. Puede usarse
una secuencia de sefial murina tal como la mostrada en la SEQ ID NO: 79.

Origen de replicacién

En la técnica se conocen origenes de replicacion, siendo adecuado pBR322 para la mayoria de las bacterias gram
negativas, el plasmido de 2 p para la mayoria de las levaduras y diversos origenes virales, tales como, SV40,
polioma, adenovirus, VSV o BPV para la mayoria de las células de mamiferos. Generalmente, para los vectores de
expresion en mamiferos no es necesario el componente de origen de replicacion, pero puede usarse el SV40 puesto
que contiene el promotor temprano.

Marcador de seleccion

Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) otorgan resistencia a antibidticos u otras toxinas, por
ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina o (b) complementan carencias auxiotroficas o proporcionan
nutrientes no disponibles en los medios complejos o (c) combinaciones de las dos. El esquema de seleccion puede
implicar la detencién del crecimiento de la célula huésped. Las células que se han transformado con éxito con los
genes que codifican la proteina de unioén a antigeno, sobreviven debido, por ejemplo, a la resistencia a farmacos
otorgada por el marcador de seleccion co-administrado. Un ejemplo es el marcador de seleccion DHFR en el que los
transformantes se cultivan en presencia de metotrexato. Las células pueden cultivarse en presencia de cantidades
aumentadas de metrotexato para amplificar el niumero de copias del gen exdgeno de interés. Las células CHO son
una linea celular particularmente util para la seleccion de DHFR. Otro ejemplo es el sistema de expresion glutamato
sintetasa (Lonza Biologics). Un ejemplo de un gen de selecciéon para su uso en levaduras es el gen trp1, véase
Stinchcomb y col. (1979) Nature 282: 38.

Promotores

Para la expresion de proteinas de unién a antigeno, los promotores adecuados estan unidos operativamente al
ADN/polinucleétido que codifica la proteina de unién a antigeno. Para los huéspedes procariotas los promotores
incluyen el promotor phoA, los sistemas promotores beta-lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, triptéfano y
promotores hibridos tales como Tac. Los promotores adecuados para la expresion en células de levadura incluyen
3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glucoliticas por ejemplo enolasa, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa,
hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa 6 fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa y
glucoquinasa. Los promotores de levaduras inducibles incluyen alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa
acida, metalotioneina y enzimas responsables del metabolismo del nitrégeno o de la utilizacion de
maltosa/galactosa.

Para la expresion en sistemas celulares de mamiferos, los promotores incluyen promotores virales tales como

polioma, viruela aviar y adenovirus (por ejemplo adenovirus 2), papilomavirus bovino, virus del sarcoma aviar,
citomegalovirus (en particular el promotor del gen temprano inmediato), retrovirus, virus de la hepatitis B, actina,
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promotor del virus del sarcoma de Rous (VSR) y el virus del Simio 40 temprano o tardio. Por supuesto la eleccion del
promotor se basa en la compatibilidad adecuada con la célula huésped usada para la expresién. Un primer plasmido
puede comprender un promotor del VSR y/o SV40 y/o CMV, ADN que codifica la regién variable de cadena ligera
(VL), la regién kC junto con marcadores de seleccion de resistencia a neomicina y ampicilina y un segundo plasmido
que comprende un promotor de VSR o SV40, ADN que codifica la region variable de cadena pesada (VH), ADN que
codifica la region constante y1, DHFR y marcadores de resistencia a ampicilina.

Elemento amplificador

Cuando resulta apropiado, por ejemplo, para la expresidon en eucariotas superiores, en un vector puede usarse un
elemento amplificador unido operativamente al elemento promotor. Las secuencias amplificadoras de mamiferos
incluyen elementos amplificadores de globina, elastasa, albumina, fetoproteina e insulina. Como alternativa, puede
usarse un elemento amplificador de un virus de una célula eucariota tal como el amplificador del SV40 (en los
pb100-270), amplificador del promotor temprano de citomegalovirus, amplificador de polioma, amplificador de
baculovirus o el locus de IgG2a murino (véase el documento W004/009823). El amplificador puede localizarse, en el
vector, en un sitio aguas arriba del promotor. Como alternativa, el amplificador puede localizarse en cualquier parte,
por ejemplo dentro de la regién no traducida o aguas abajo de la sefial de poliadenilacion. La eleccion y ubicacion
del amplificador puede basarse en la compatibilidad adecuada con la célula huésped usada para la expresion.

Poliadenilizacién/terminacién

En sistemas eucariotas, las sefiales de poliadenilacién estan unidas operativamente al ADN/polinucleétido que
codifica la proteina de unidn a antigeno. Dichas sefiales estan tipicamente ubicadas en la posicion 3’ de la fase de
lectura abierta. En sistemas de mamiferos, los ejemplos no limitantes incluyen sefiales derivadas de hormonas del
crecimiento, factor de elongacion 1 alfa y genes virales (por ejemplo SV40) o largas repeticiones terminales
retrovirales. En sistemas de levaduras, los ejemplos no limitantes de sefales de poliadenilacion/terminacion incluyen
los derivados de los genes de fosfoglicerato quinasa (PKG) y alcohol deshidrogenasa 1 (ADH). En sistemas
procariotas, tipicamente no se necesitan sefiales de poliadenilacion y en su lugar es habitual emplear secuencias
terminadoras mas cortas y mas definidas. La eleccion de las secuencias de poliadenilacion/terminacion puede
basarse en la compatibilidad adecuada con la célula huésped usada para la expresion.

Otros procedimientos/elementos para mejorar rendimientos

Ademas de lo indicado anteriormente, otras caracteristicas que pueden emplearse para mejorar los rendimientos
incluyen elementos de remodelacion de la cromatina, intrones y modificacion de codones especificos de la célula
huésped.

Células huéspedes

Las células huéspedes adecuadas para la clonacion o vectores de expresion que codifican anticuerpos son células
procariotas, de levaduras o de eucariotas superiores. Las células procariotas adecuadas incluyen eubacterias, por
ejemplo, enterobacteriaceas tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli (por ejemplo 31,446; 31,537; 27,325 de la
CACT), Enterobacter, Erwinia, Klebsiella proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por
ejemplo, Serratia marcescans y Shigella asi como bacilos tales como B. subtilis y B. licheniformis (véase DD 266
710), Pseudomonas tales como P. aeruginosa y Streptomyces. En cuanto a células huéspedes de levaduras,
también se contemplan, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces (por ejemplo
16,045; 12,424; 24,178; 56,500 de la CACT), yarrowia (EP402, 226), Pichia pastoris (EP 183 070, véase también
Peng y col. (2004) J. Biotechnol. 108: 185-192), Candida, Trichoderma reesia (EP 244 234), Penicilina,
Tolypocladium y huéspedes de Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

Las células huéspedes eucariotas superiores incluyen células de mamifero tales como COS-1 (CACT N° CRL 1650)
COS-7 (CACT CRL 1651), linea humana de rifidn embrionario 293, células de rifidn de cria de hamster (BHK)
(CACT CRL.1632), BHK570 (CACT N°: CRL 10314), 293 (CACT N° CRL 1573), células de ovario de hamster Chino,
CHO (por ejemplo CHO-K1, CACT N° CCL 61, la linea celular DHFR-CHO tal como DG44 (véase Urlaub y col.
(1986) Somatic Cell Mol. Genet.12: 555-556), particularmente las de las lineas celulares de CHO adaptadas para
cultivos en suspension, células de Sertoli de ratén, células de rifidn de mono, células de riidbn de mono verde
Africano (CACT CRL-1587), células HELA, células de riiidn canino (CACT CCL 34), células de pulmén humano
(SCA/CT COCL 75), Hep G2 y células de mieloma o de linfoma, por ejemplo, NSO (véase el documento US 5.807.715),
p2/0, YO.

Ademas, dichas células huéspedes también pueden modificarse por ingenieria genética o adaptarse para modificar
la calidad funcion y/o rendimiento de la proteina de unidon a antigeno. Los ejemplos no limitantes incluyen la
expresion de enzimas de modificacion especificas (por ejemplo glucosilacién) y acompafiantes del plegamiento de
las proteinas.

Procedimientos de Cultivo Celular

Las células huéspedes transformadas con vectores que codifican proteinas de union a antigeno pueden cultivarse
por cualquier procedimiento conocido por los expertos en la materia. Las células huéspedes pueden cultivarse en
matraces rotativos, frascos de rodillo o sistemas de fibra hueca pero para la producciéon a gran escala, para los
cultivos en suspension, se usan particularmente reactores de tanque con agitacion. Los tanques de agitacion pueden
adaptarse para ventilar usando rociadores, deflectores o impulsores de baja cizalla. Para las columnas en burbuja y
reactores de transporte aéreo pueden usarse la ventilacion directa con aire o burbujas de oxigeno. Cuando las
células huéspedes se cultivan en un medio de cultivo sin suero, el medio se complementa con un agente protector
celular tal como pluronic F-68 para ayudar a impedir el dafio celular como resultado del proceso de ventilacion.
Dependiendo de las caracteristicas de la célula huésped, pueden usarse micro transportadores como sustratos de
cultivo para las lineas celulares dependientes de anclaje o las células pueden adaptarse a cultivos en suspension (lo
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que es tipico). El cultivo de las células huéspedes, particularmente células huéspedes de invertebrados puede
utilizar una diversidad modos funcionales tales como alimentacion discontinua, proceso discontinuo repetido (véase
Drapeau y col. (1994) Cytotechnology 15: 103-109), proceso discontinuo ampliado o cultivo de perfusion. Aunque las
células huéspedes de mamiferos transformadas por recombinacién pueden cultivarse en medios que contienen
suero tales como suero fetal de ternero (SFT), dichas células huéspedes pueden cultivarse en medios sin suero
sintéticos tal como se describe en Keen y col. (1995) Cytotechnology 17: 153-163, o medios disponibles en el
mercado tales como ProCHO-CDM o UltraCHO™ (Cambrex NJ, USA), complementados, si fuera necesario, con una
fuente de energia tal como glucosa y factores del crecimiento sintéticos tal como insulina recombinante. El cultivo de
células huéspedes sin suero puede precisar que las células se adapten al crecimiento en condiciones aséricas. Una
estrategia de adaptacion consiste en cultivar dichas células huéspedes en medios que contienen suero e
intercambiar repetidamente el 80% del medio de cultivo por medio sin suero de manera que las células huéspedes
aprendan a adaptarse en condiciones aséricas (véase, por ejemplo, Scharfenberg y col. (1995) in Animal Cell
Technology: Developments towards the 21st century (Beuvery y col. eds, 619-623, Kluwer Academic publishers).

Las proteinas de unién a antigeno secretadas en los medios pueden recuperarse y purificarse usando una
diversidad de técnicas para proporcionar un grado de depuracion adecuado para el uso deseado. Por ejemplo el uso
de proteinas de unién a antigeno para el tratamiento de pacientes humanos exige tipicamente una pureza de al
menos el 95%, mas tipicamente del 98% o 99% o una pureza superior (en comparacion con el medio de cultivo sin
depurar). Los residuos celulares de los medios de cultivo se eliminan tipicamente usando centrifugacion seguida de
una etapa de aclaracion del sobrenadante usando, por ejemplo, microfiltracion, ultrafiltracion y/o filtracion intensa.
Son posibles otras técnicas diversas, tales como didlisis y electroforesis en gel y técnicas cromatograficas tales
como cromatografia en hidroxiapatita (HA), de afinidad (que opcionalmente implica un sistema de marcacién por
afinidad tal como polihistidina) y/o cromatografia de interaccion hidréfoba (CIH, véase el documento US 5.429.746).
Después de diversas etapas de aclaracion, los anticuerpos pueden capturarse usando cromatografia de afinidad con
proteina A o G. Ademas, pueden proseguir etapas de cromatografia tales como cromatografia por intercambio idnico
y/o sobre HA, cromatografia de intercambio anidnico o catidnico, cromatografia por exclusiéon por tamafio y
precipitacion en sulfato de amonio. También pueden emplearse diversas etapas de eliminacion de virus (por ejemplo
nanofiltracion usando, por ejemplo, un filtro DV-20). Después de estas diversas etapas, se proporciona una
preparacion purificada (por ejemplo una monoclonal) que comprende al menos 75 mg/ml o mas o 100 mg/ml o mas
de la proteina de union a antigeno. Dichas preparaciones carecen sustancialmente de formas agregadas de
proteinas de unién a antigeno.

Para la expresion de fragmentos de uniéon a antigeno pueden usarse sistemas bacterianos. Dichos fragmentos
pueden localizarse intracelularmente dentro del periplasma o secretarse extracelularmente. Pueden extraerse
proteinas insolubles y replegarse para formar proteinas activas de acuerdo con procedimientos conocidos por los
expertos en la materia, véase Sanchez y col. (1999) J. Biotechnol. 72: 13-20; y Cupit y col. (1999) Lett Appl Microbiol
29: 273-277.

La desamidacion es una reaccion quimica en la que se elimina un grupo amida funcional. En bioquimica, la reaccion
es importante en la degradacion de proteinas porque dafa las cadenas laterales que contienen amida de los
aminoacidos asparragina y glutamina. La asparragina se transforma en una mezcla de isoaspartato y aspartato. La
desamidacion de restos de glutamina se produce a una velocidad mucho mas baja. Se cree que las reacciones de
desamidacién son uno de los factores que pueden limitar la vida util conveniente de una proteina, también son una
de las modificaciones post-traduccionales mas habituales que se producen durante la fabricaciéon de proteinas
terapéuticas. Por ejemplo, se ha descrito una reduccién o pérdida de actividad biolégica in vitro o in vivo para la
DNasa humana recombinante y CD4 soluble recombinante, mientras que otras proteinas recombinantes parece que
no se ven afectadas.

Composiciones Farmacéuticas

Las preparaciones purificadas de un anticuerpo, como se describe en el presente documento, pueden incorporarse
en composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento de enfermedades, trastornos y afecciones humanas,
descritas en el presente documento. Los términos enfermedades, trastornos y afecciones se usan indistintamente.
La composiciéon farmacéutica puede usarse en el tratamiento de cualquier enfermedad en la que se presenten
depdsitos amiloides en los tejidos y que contribuyen a producir lesion estructural y funcional, conduciendo a una
enfermedad clinica. EI SAP siempre esta presente en todos los depdsitos amiloides in vivo y la composicion
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo descrito en este documento que
puede usarse en el tratamiento de enfermedades sensibles a la eliminacion de depdsitos amiloides de los tejidos.

La preparacion farmacéutica puede comprender un anticuerpo en combinaciéon con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El anticuerpo puede administrarse solo, o como parte de una composicion farmacéutica.

Tipicamente dichas composiciones comprenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable como se conoce y se
denomina para la practica farmacéutica aceptable, véase, por ejemplo, Remingtons Pharmaceutical Sciences, 162
edicion (1980) Mack Publishing Co. Los ejemplos de dichos vehiculos incluyen vehiculos esterilizados tales como
solucion salina, solucion de Ringer o solucién de dextrosa opcionalmente tamponada con tampones adecuados a un
pH dentro de un intervalo de 5 a 8.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por inyeccion o infusiéon continua (por ejemplo, intravenosa,
intraperitoneal, intradérmica, subcutanea, intramuscular o intraportal). Dichas composiciones carecen
adecuadamente de sustancias de particulas visibles. Las composiciones farmacéuticas también pueden
administrarse por via oral, especificamente las que contienen CPHPC.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender entre 1 mg a 10 g de anticuerpo, por ejemplo entre 5mg y 1

g de anticuerpo. Como alternativa, la composicion puede comprender entre 5 mg y 500 mg, por ejemplo, entre 5 mg
y 50 mg.
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Los expertos en la materia conocen bien procedimientos para la preparaciéon de dichas composiciones
farmacéuticas. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender entre 1 mg a 10 mg de anticuerpo en forma de
dosificacion unitaria, opcionalmente junto con instrucciones para su uso. Las composiciones farmaceéuticas pueden
estar liofilizadas (deshidratadas por congelacion) para la reconstitucion antes de la administracion de acuerdo con
los procedimientos bien conocidos o evidentes para los expertos en la materia. Cuando los anticuerpos tienen un
isotipo IgG1, puede afadirse un quelante de cobre, tal como citrato (por ejemplo citrato de sodio) o EDTA o histidina,
a la composicion farmacéutica para reducir el grado de degradacion mediada por cobre de anticuerpos de este
isotipo, véase el documento EP0612251. Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender un
solubilizante tal como base de arginina, un detergente/agente anti-agregacion, tal como polisorbato 80 y un gas
inerte tal como nitrégeno para sustituir el oxigeno del espacio de la cabeza del vial.

Generalmente, las dosis eficaces y los regimenes de tratamiento para administrar el anticuerpo se determinan
empiricamente y pueden depender de factores tales como la edad, el peso y el estado de salud del paciente y de la
enfermedad o trastorno a tratar. Dichos factores se encuentran dentro del campo de actuacién del médico tratante.
Pueden encontrarse directrices para la seleccion de dosis apropiadas, por ejemplo, en Smith y col (1977) Antibodies
in human diagnosis and therapy, Raven Press, New York.

La dosificacion de anticuerpo administrada a un sujeto es generalmente entre 1 ug/kg a 150 mg/kg, entre 0,1 mg/kg
y 100 mg/kg, entre 0,5 mg/kg y 50 mg/kg, entre 1y 25 mg/kg o entre 1 y 10 mg/kg del peso corporal del sujeto. Por
ejemplo, la dosis puede ser 10 mg/kg, 30 mg/kg o 60 mg/kg. La proteina de union a antigeno puede administrarse
por via parenteral, por ejemplo, por via subcutanea, intravenosa o intramuscular.

El compuesto reductor de SAP puede administrarse a una dosis de entre 0,1 mg/kg y 2 mg/kg, dependiendo de su
actividad. El compuesto reductor de SAP puede administrarse como una dosis fija, independiente de una dosis por
proporcién de peso del sujeto. El compuesto reductor de SAP puede administrarse en una o mas dosis individuales,
parenterales simultaneas o secuenciales, de 100 mg o menos, de 50 mg o menos, 25 mg o menos, o 10 mg o
menos.

Si se desea, la dosis diaria eficaz de una composicién terapéutica puede administrarse como dos, tres, cuatro, cinco,
seis 0 mas subdosis administradas individualmente a intervalos apropiados a lo largo del dia, opcionalmente, en
formas de dosificacion unitarias.

El anticuerpo puede administrarse en una sola dosis grande o en dosis mas pequefias repetidas.

La administracion de una dosis puede ser por infusién continua lenta durante un periodo de 2 a 24 horas, tal como
de 2 a 12 horas, o de 2 a 6 horas. Esto puede dar como resultado efectos secundarios téxicos reducidos.

La administracion de una dosis puede repetirse una o mas veces segun sea necesario, por ejemplo, tres veces al
dia, una vez al dia, una vez cada 2 dias, una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes, una vez
cada 3 meses, una vez cada 6 meses 0 una vez al afo. El anticuerpo puede administrarse por terapia de
mantenimiento, por ejemplo, una vez a la semana durante un periodo de 6 meses o mas. El anticuerpo puede
administrarse por terapia intermitente, por ejemplo, durante un periodo de 3 a 6 meses y después no administrarse
la dosis durante 3 a 6 meses, seguido de la administracion del anticuerpo de nuevo durante 3 a 6 meses y asi
sucesivamente en un ciclo.

Por ejemplo, la dosis puede administrarse por via subcutanea, una vez cada 14 o 28 dias en forma de subdosis
multiples cada dia de la administracion.

El anticuerpo puede administrarse al sujeto como una terapia diana en un sitio particular. Por ejemplo, el anticuerpo
puede inyectarse localmente en una masa amiloide local circunscrita en los tejidos, o infundirse en la sangre
suministrandose a un érgano amiloidético.

La proteina de unién a antigeno debe usarse en combinacion con uno o mas de otros agentes terapéuticamente
activos, especialmente compuestos reductores de SAP, para el tratamiento de las enfermedades descritas en este
documento. La reduccion eficaz de SAP de la circulacion debe conseguirse antes de la administracion de la proteina
de unién a SAP con objeto de proporcionar mas adelante seguridad y eficacia.

Primero se administra el compuesto reductor de SAP de manera que se elimine casi todo el SAP circulante. Dado
que esto permite cantidades sustanciales de SAP asociadas con los depdsitos amiloides en los tejidos la
administracion secuencial de una proteina de unién a antigeno anti-SAP permite la localizacion y la unién especifica
a los depdsitos amiloides para promover su rapida y amplia regresion. De manera adecuada, la proteina de unién a
antigeno anti-SAP puede administrarse 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 12, 15, 20 0 25 o mas dias después del comienzo
del tratamiento (o tratamientos) con el compuesto reductor de SAP.

La administracion secuencial puede implicar dos o mas tratamientos secuenciales con compuestos reductores de
SAP seguido de dos o mas tratamientos secuenciales con la proteina de union a antigeno anti-SAP.

La administracion secuencial puede implicar un tratamiento con un compuesto reductor de SAP seguido de un
tratamiento secuencial con la proteina de union a antigeno anti-SAP, que después se repite una o mas veces.

La dosis secuencial/posterior puede ser una cantidad que sea mayor que la dosis inicial/previa o menor que la dosis
inicial/previa.

La administracion de una dosis inicial de la proteina del compuesto reductor de SAP puede continuar con la
administracion de una o mas dosis secuenciales (por ejemplo posteriores) del compuesto reductor de SAP y/o
anticuerpo anti-SAP, y en el que dicha una o mas dosis secuenciales pueden ser una cantidad que sea
aproximadamente la misma o menor que la dosis inicial.
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Después de la reduccion inicial de SAP circulante, la administracién de dosis posteriores del compuesto reductor de
SAP y la primera dosis de anticuerpo anti-SAP se puede continuar administrando una o mas dosis secuenciales (por
ejemplo posteriores), y en el que al menos una de las dosis posteriores esta en una cantidad que es mayor que la
dosis inicial.

Por consiguiente, la administracion puede usar un programa de administracion predeterminado o rutinario, dando
como resultado por lo tanto un periodo de tiempo denominado predeterminado entre las administraciones de las
dosis. El programa puede incluir periodos de tiempo que son idénticos o que difieren en duracién, siempre que el
programa se predetermine. El programa puede incluir cualquier combinacion particular siempre que se determine por
adelantado ya que el programa apropiado implica la administracion en un dia determinado.

La composicion farmacéutica puede comprender un kit de partes del anticuerpo junto con otros medicamentos,
opcionalmente con instrucciones para su uso. Por comodidad, el kit puede comprender los reactivos en cantidades
predeterminadas con instrucciones para su uso.

En el presente documento, los términos “individuo”, “sujeto” y “paciente” se usan indistintamente. El sujeto puede ser
un primate (por ejemplo un titi o simio). El sujeto es tipicamente un ser humano.

El tratamiento puede ser terapéutico, profilactico o preventivo. El sujeto sera uno que necesite el tratamiento. Los
que necesitan el tratamiento pueden incluir individuos que ya padecen una enfermedad médica particular ademas de
aquellos que pueden desarrollar la enfermedad en el futuro.

Por tanto, para el tratamiento profilactico o preventivo, puede usarse el compuesto reductor de SAP seguido por el
anticuerpo SAP descrita en este documento. En este caso, los tratamientos secuenciales descritos en este
documento se administran a un individuo con objeto de impedir o retrasar la aparicién de uno o mas aspectos o
sintomas de la enfermedad. El sujeto puede ser asintomatico o puede tener una predisposicion genética para la
enfermedad, ya que se sabe que los depdsitos amiloides se presentan en los tejidos y se acumulan durante periodos
de tiempo antes de que causen el dano suficiente para producir los sintomas clinicos. Dicha deposicién amiloide
subclinica puede detectarse por examen histolégico de biopsias de tejidos o por procedimientos no invasivos de
formacion de imagenes, que incluyen gammagrafia con SAP marcado radiactivamente, ecocardiografia y formacion
de imagen por resonancia magnética cardiaca. Después de la primera reduccién de SAP circulante, a dicho
individuo se le administra una cantidad profilacticamente eficaz del antigeno. Una cantidad profilacticamente eficaz
es una cantidad que impide o retrasa la aparicion de uno mas aspectos o sintomas de una enfermedad descrita en
el presente documento.

El anticuerpo descrito en el presente documento también puede usarse en procedimientos de terapia. El término
“terapia” incluye alivio, reduccion o prevencion de al menos un aspecto o sintoma de una enfermedad. Por ejemplo,
el anticuerpo descrito en el presente documento puede usarse para mejorar o reducir uno o mas aspectos o
sintomas de una enfermedad descrita en el presente documento.

El anticuerpo descrito en el presente documento se usa en una cantidad eficaz para el tratamiento terapéutico,
profilactico o preventivo. Una cantidad terapéuticamente eficaz de anticuerpo descrito en el presente documento es
una cantidad eficaz para mejorar o reducir uno o mas aspectos o sintomas de la enfermedad. El anticuerpo descrito
en el presente documento también puede usarse para tratar, prevenir o curar la enfermedad descrita en el presente
documento.

El anticuerpo descrito en el presente documento puede tener un efecto generalmente beneficioso sobre la salud del
sujeto, por ejemplo puede aumentar la longevidad esperada del sujeto.

El anticuerpo descrito en el presente documento no tiene por qué afectar a una curaciéon completa o erradicar cada
sintoma o manifestacion de la enfermedad para constituir un tratamiento terapéutico viable. Como se reconoce en el
campo en cuestion, los farmacos empleados como agentes terapéuticos pueden reducir la gravedad de una
patologia determinada, pero no es necesario que eliminen cada manifestacion de la enfermedad para considerarse
como agentes terapéuticos Utiles. De manera similar, no es necesario que un tratamiento administrado
profilacticamente sea completamente eficaz evitando la aparicion de una enfermedad con objeto de constituir un
agente profilactico viable. Basta con reducir simplemente el impacto de una enfermedad (por ejemplo, reducir el
numero o la gravedad de sus sintomas, o aumentar la eficacia de otro tratamiento, o producir otro efecto
beneficioso) o reducir la probabilidad de que se produzca la enfermedad (por ejemplo retrasando la aparicion de la
enfermedad) o el empeoramiento en un sujeto.

Un anticuerpo descrito en el presente documento puede usarse en el tratamiento o prevencién de una enfermedad
asociada con la deposicién amiloide, es decir, amiloidosis.

La “amiloidosis” es cualquier enfermedad caracterizada por la acumulacién extracelular de amiloide en diversos
organos y tejidos del cuerpo.

El término “amiloide” se refiere a depdsitos extracelulares en los tejidos de fibras de proteinas insolubles compuestas
de fibrillas con morfologia ultra estructural caracteristica, una estructura de nudcleo de lamina B-cruzada y la
propiedad tintérea histoquimica patognomonica de unién al colorante rojo Congo a partir de una solucion alcoholica
alcalina y después proporcionando dicroismo rojo-verde cuando se observa microscépicamente con luz fuertemente
cruzada polarizada. Se conocen aproximadamente 25 proteinas diferentes no relacionadas que forman las fibrillas
amiloides con depdsitos en tejidos humanos y todas comparten estas propiedades tipicas. Los depdsitos amiloides
en la sustancia cerebral, amiloide cerebral, difieren un poco de los depdsitos amiloides en cualquier otra parte en el
cuerpo en que son siempre focales y microscépicos de tamafio y se conocen normalmente como placas amiloides.

La amiloidosis, que es una enfermedad directamente ocasionada por la deposicion de amiloide en los tejidos,
comprende tanto amiloidosis local, en la que los depositos estan dentro de una region anatémica y/o de un sistema
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tisular u organico como amiloidosis sistémica en la que los depdsitos pueden producirse en cualquier 6rgano o tejido
del cuerpo, incluyendo los vasos sanguineos y tejido conjuntivo. La causa de la amiloidosis puede ser adquirida o
hereditaria. La amiloidosis adquirida se presenta como una complicaciéon de una afeccion médica anterior, que de
por si puede adquirirse o heredarse. Por tanto, la amiloidosis sistémica reactiva, conocida como tipo de proteina
amiloide A (AA) es una complicacion de enfermedades inflamatorias activas cronicas, tales como artritis reumatoide,
artritis reumatoide juvenil, enfermedad de Crohn, infecciones crénicas y septicemia crénica, y de sindromes febriles
periddicos hereditarios tales como la fiebre Mediterranea familiar, el sindrome de Muckle-Wells y el sindrome
CINCA. La amiloidosis relacionada con dialisis esta producida por la acumulaciéon de p2-microglobulina como un
resultado de fallo renal terminal. La amiloidosis de cadena ligera (AL) de inmunoglobulina monoclonal es una
complicacion de mieloma multiple o de otra manera gammapatia monoclonal benigna (gammapatia monoclonal de
significado incierto, GMSI). La amiloidosis adquirida de tipo transtirretina puede producirse sin ninguna dolencia
anterior y simplemente es una complicacion relacionada con la vejez. La amiloidosis hereditaria esta producida por
mutaciones en los genes de diversas proteinas que codifican la expresion de proteinas variantes que tienen una
propension aumentada a formar fibrillas amiloides e incluye enfermedades causadas por transtirretina,
apolipoproteina Al, gelsolina, lisozima, cistatina C y proteina  amiloide. La comprension de las descripciones de
todas las formas de amiloidosis distintas y las proteinas implicadas se encuentra disponible en los libros de texto y
en la bibliografia cientifica (Pepys, M.B. (12006) Annu. Rev. Med., 57: 223-241; Pepys and Hawkins (2003)
Amyloidosis. Oxford Textbook of Medicine, 4 h Ed., Vol. 2, Oxford University Press, Oxford, pp. 162-173; Pepys and
Hawkins (2001) Amyloidosis. Samter's Immunologic Diseases, Sixth Ed., Vol. 1, Lippincott Williams & Williams,
Philadelphia, pp. 401-412).

La deposicion amiloide local, dentro de un érgano o tejido, puede silenciarse clinicamente o puede producir lesion
tisular y enfermedades graves. Por ejemplo, la angiopatia cerebral amiloide, en la que los depdsitos amiloides
vasculares estan compuestos por proteina AB, es normalmente una afeccién esporadica adquirida que surge debido
a razones que no se comprenden en ausencia de cualquier otra patologia, y es una causa principal de hemorragia e
ictus cerebral. Existen diversas enfermedades comunes muy importantes, particularmente la enfermedad de
Alzheimer (AD) y la diabetes de tipo 2, en las que los depdsitos amiloides estan siempre presentes pero en las que
aun se desconocen los mecanismos exactos causantes de estas enfermedades respectivas. Sin embargo, la
deposicion local de amiloide en el cerebro y en los vasos sanguineos cerebrales en la enfermedad de Alzheimer y
en los islotes pancreaticos en la diabetes es muy probable que agrave la patologia y la enfermedad. Por
consiguiente, la presente invencion incluye el tratamiento tanto de la enfermedad de Alzheimer como el de la
diabetes de tipo 2, ademas de cualquier afeccion asociada con la presencia de depdsitos amiloides en los tejidos,
con las proteinas de unién a antigeno como se desvela en el presente documento.

Muchas formas de encefalopatia espongiforme transmisible (enfermedades pridnicas) estan asociadas con los
depdsitos amiloides en el cerebro y por lo tanto, la presente invencion esta relacionada con todas estas afecciones,
que incluyen la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en seres humanos, la propia enfermedad de
Creutzfeldt-dakob, kuru y otras formas diversas de enfermedades pridnicas humanas, y también encefalopatia
bovina espongiforme, enfermedad debilitante crénica del ciervo-mula y alce y encefalopatia transmisible del vison.

Procedimientos de uso diagnéstico

El anticuerpo descrito en el presente documento puede usarse para detectar SAP en una muestra bioldgica in vitro o
in vivo con fines diagnosticos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-SAP puede usarse para detectar SAP en suero o
asociado a amiloide, por ejemplo, en placas amiloideas. El amiloide puede haberse extraido en primer lugar (por
ejemplo una biopsia) del cuerpo de un ser humano o de un animal. Pueden emplearse inmunoensayos
convencionales, que incluyen ELISA, transferencia de Western, inmunohistoquimica o inmunoprecipitacion.

El anticuerpo puede proporcionarse en un kit de diagndstico que comprende un o mas anticuerpos, un marcador de
seleccion e instrucciones para el uso del kit. Por comodidad, el kit puede comprender los reactivos en cantidades
predeterminadas con instrucciones para su uso.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Secuenciacion de dominios Variables de Hibridoma: SAP-E y SAP-K

SAP-E y SAP-K pertenecen a dos grupos anti-SAP monoclonales, habiéndose ensayado cada grupo individualmente
para determinar su unién a SAP humano in vitro. SAP-E y SAP-K mostraron la unién mas fuerte a SAP, dentro de
sus grupos y cuando se compararon entre si en diferentes ensayos.

El primer grupo de anticuerpos comprende anticuerpos de 7 hibridomas generados en una sola inmunizacion
convencional con SAP humano purificado (SEQ ID NO: 43 mostrada a continuacion) (en Hawkins y col. (1991) Clin.
Exp. Immunol. 84, 308-316 se proporcionan detalles del procedimiento para purificar SAP humano) y protocolo de
fusion y se denominaron SAP-A a SAP-G. Dos de estos anticuerpos SAP-E y SAP-B, son del isotipo IgG2a mientras
que los otros son todos del isotipo IgG1 (véase el Ejemplo 13, Tabla 11).

El segundo grupo de anticuerpos comprende 6 IgG2a monoclonales distintos (SAP-H a SAP-M) derivados por
técnicas convencionales de inmunizacion con SAP humano purificado (SEQ ID NO: 43 mostrada a continuacion)
(Hawkins y col. (1991) Clin. Exp. Immunol. 84, 308-316) y una fusiéon convencional para producir hibridomas que se
clonaron por procedimientos rutinarios.

Secuencia de aminodacidos madura de SAP de Homo sapiens (SEQ ID NO: 43)
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HTDLSGKVFVFPRESVTDHVNLITPLEKPLONFTLCFRAYSDLSRAYSLFSYNTQGRDNELLVYKERVGEYS
LYIGRHKVTSKVIEKFPAPVHICVSWESSSGIAEFWINGTPLVKKGLRQGYFVEAQPKIVLGQEQDSYGGK
FDRSQSFVGEIGDLYMWDSVLPPENILSAYQGTPLPANILDWQALNYEIRGYVIIKPLVWV

Con fines comparativos, a continuacién se proporciona la secuencia de SAP de ratdn, que tiene una identidad del
69,4% con el SAP humano.

Proteina madura de SAP de Mus musculus (SEQ ID NO: 44)
QTDLKRKVFVFPRESETDHVKUIPHLEKPLONFTLCFRTYSDLSRSQSLFSYSVKGRONELLIYKEKVGEYSLY

IGQSKVTVRGMEEYLSPVHLCTTWESSSGIVEFWVNGKPWVKKSLQREYTVKAPPSIVLGQEQDNYGG
GFQRSQSFVGEFSDLYMWDYVLTPQDI LFVYRDSPVNPNILNWOALNYEI NGYVVIRPRVW

Se extrajo ARN total de sedimentos celulares de hibridoma de aproximadamente 10° usando el kit RNeasy de
Qiagen (N° 74106). Se uso el Sistema RT-PCR AccessQuick (A1702) para producir el ADNc de las regiones
variables pesada y ligera usando cebadores degenerados especificos para las secuencias lider del gen de
inmunoglobulina murino y para las regiones constantes de IgG2a/k murinas. Los fragmentos de la RT-PCR
purificados se clonaron usando el kit de clonacion TA de Invitrogen (K2000-01). Para cada hibridoma se obtuvo una
secuencia consenso por alineamiento de secuencias y alineamiento con secuencias variables de inmunoglobulina
conocidas indicadas en KABAT (Sequences of Proteins of Immunological Interest, 42 Ed., U.S. Department of Health
and Human Services, National Institutes of Health (1987)). A continuacién se muestran las secuencias consenso
para SAP-E y SAP-K.

Secuencias de SAP-E

CDRH1 de SAP-E (SEQ ID NO: 1)

TYNMH

CDRH2 de SAP-E (SEQ ID NO: 2)

YIYPGDGNANYNQQFKG

CDRH3 de SAP-E (SEQ ID NO: 3)

GDFDYDGGYYFDS

CDRL1 de SAP-E (SEQ ID NO: 4)

RASENIYSYLA

CDRL2 de SAP-E (SEQ ID NO: 5)

NAKTLAE

CDRL3 de SAP-E (SEQ ID NO: 6)

QHHYGAPLT

Secuencia de aminoacidos de Vy de SAP-E (SEQ ID NO: 7) con las CDR subrayadas
QASLQQSGTELVRSGASVKMSCKASGFTFATYNMHWIKQTPGQGLEWIGYIYPGDGNANYNQQFKGK

ATLTADTSSNTAYMOQISSLTSEDSAVYFCARGDFDYDGGYYFDSWGQGTTLTVSS
Secuencia de ADN de V4 de SAP-E (SEQ ID NO: 8)

CAGGCTTCTCTACAGCAGTCTGGGACTGAGCTGGTGAGGTCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGC
AAGGCTTCTGGCTTCACATTTGCCACTTACAATATGCACTGGATTAAGCAGACACCCGGACAGGGCC
TGGAATGGATTGGGTATATTTATCCTGGAGATGGTAATGCTAACTACAATCAGCAGTTCAAGGGCAA
GGCCACATTGACTGCAGACACATCCTCCAACACAGCCTACATGCAGATCAGCAGCCTGACATCTGAA
GACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGAGGGGACTTTGATTACGACGGAGGGTACTACTTTGACTCCT
GGGGCCAGGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
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Secuencia de aminoacidos de V|, de SAP-E (SEQ ID NO: 9) con las CDR subrayadas

DIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENIYSYLAWYQQKQGRSPQLLVHNAKTLAEGVPSRVSGSGSGTH

FSLKINGLQPEDFGNYYCQHHYGAPLTFGAGTKLELK
Secuencia de ADN de V| de SAP-E (SEQ ID NO: 10)

GACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATG
TCGAGCAAGTGAGAATATTTACAGTTATTITAGCATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAGATCCCCTICAG
CTCCTGGTCCATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGGTCAGTGGCAGTGGATCA
GGCACACACTTTTCTCTGAAGATCAACGGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAAC

ATCATTATGGTGCTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAACTGAAA
Secuencias de SAP-K

CDRH1 de SAP-K (SEQ ID NO: 11)

SYWMH

CDRH2 de SAP-K (SEQ ID NO: 12)

MIHPNSVNTNYNEKFKS

CDRH3 de SAP-K (SEQ ID NO: 13)

RNDYYWYFDV

CDRL1 de SAP-K (SEQ ID NO: 14)

KASQNVNSNVA

CDRL2 de SAP-K (SEQ ID NO: 15)

SASYRYS

CDRL3 de SAP-K (SEQ ID NO: 16)

QQCNNYPFT

Secuencia de aminoacidos de Vy de SAP-K (SEQ ID NO: 17) con las CDR subrayadas

QVQLQQPGAELIKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGMIHPNSVNTNYNEKFKSK

ATLTVDKSSSTAYMQLNSLTSEDSAVYYCARRNDYYWYFDVWGTGTTVTVSS
Secuencia de ADN de Vy de SAP-K (SEQ ID NO: 18)

CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTGATAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGTTGTCCTGC
AAGGCTTCTGGCTACACTTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCT! GGACAAGGC
CTTGAGTGGATTGGAATGATTCATCCTAATAGTGTTAATACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGTA
AGGCCACACTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAACAGCCTGACATCTGA
GGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACGGAATGATTACTACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCACA

GGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
Secuencia de aminoacidos de V| de SAP-K (SEQ ID NO: 19) con las CDR subrayadas

DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVNSNVAWYQQKPGQSPKALIYSASYRYSGVPDRFTGSGSG

TDFTLTITNVQSEDLAEYFCQQCNNYPFTFGSGTKLEIK
Secuencia de ADN de V, de SAP-K (SEQ ID NO: 20)

18



10

15

ES 259345413

GACATTGTGATGACCCAGTCTCAAAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGGGTCAGCGTCACCT
GCAAGGCCAGTCAGAATGTGAATTCTAATGTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGGCAATCTCCTAA
AGCACTGATTTACTCGGCTTCCTACCGGTACAGTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCT
GGGACAGATTTCACTCTCACCATCACCAATGTGCAGTCTGAAGACTTGGCAGAGTATTTCTGTCAGC
AATGTAACAACTATCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAA

Ejemplo 2: Construccion de anticuerpos quiméricos

Se construyeron anticuerpos quiméricos, que comprendian dominios variables murinos parentales injertados sobre
regiones constantes de tipo silvestre de IgG1/x humana por PCR clonando SAP-E y SAP-K. Basandose en la
secuencia consenso, se disefiaron cebadores para amplificar los dominios variables murinos, incorporando sitios de
restriccion necesarios para facilitar la clonacién en vectores de expresion mamiferos. Por medio de la introduccién
del sitio de restriccion en FR4 (regién marco conservada 4 (secuencia de region V a continuacion de CDR3 y anterior
al primer dominio constante)) la secuencia de aminoacidos de Vy en SAP-E se cambié de TTLTVSS, como se
muestra en la SEQ ID NO: 7, a TLVTVSS y la secuencia de aminoacidos de Vi en SAP-K se cambi6 de TTVTVSS,
como se muestra en la SEQ ID NO: 17, a TLVTVSS. En la cadena ligera variable de SAP-K habia un sitio interno
EcoRI en la CDRL1 y se disefiaron cebadores de mutagénesis para eliminar este sitio interno EcoRI no deseado
cambiando un par de bases - esto no cambid la secuencia de aminoacidos.

Las secuencias de proteina de cadena pesada y ligera de longitud completa del anticuerpo quimérico SAP-E (cSAP-
E) se proporcionan en la SEQ ID NO: 21 y en la SEQ ID NO: 22 respectivamente. Las secuencias de proteina de
cadena pesada y ligera de longitud completa de anticuerpo quimérico SAP-K (cSAP-K) se proporcionan en la SEQ
ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24 respectivamente.

Secuencia de nucledtidos quimera de VH de SAP-E (SEQ ID NO: 45)
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CAGGCTTCTCTACAGCAGTCTGGGACTGAGCTGGTGAGGTCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGC
AAGGCTTCTGGCTTCACATTTGCCACTTACAATATGCACTGGATTAAGCAGACACCCGGACAGGGCC
TGGAATGGATTGGGTATATTTATCCTGGAGATGGTAATGCTAACTACAATCAGCAGTTCAAGGGCAA
GGCCACATTGACTGCAGACACATCCTCCAACACAGCCTACATGCAGATCAGCAGCCTGACATCTGAA
GACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGAGGGGACTTTGATTACGACGGAGGGTACTACTTTGACTCCT
GGGGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGG
CCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCC
CCGAACCGGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCG
TGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGC
ACCCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAG
CCCAAGAGCTGTGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCTGCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCCA
GCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCAGCAGAACCCCCGAGGTGACCTG
TGTGGTGGTGGATGTGAGCCACGAGGACCCTGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGG
AGGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCT ACCGGGTGGTGTCC
GTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAG
GCCCTGCCTGCCCCTATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGCCCCAGGTG
TACACCCTGCCCCCTAGCAGAGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAG
GGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAA
GACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAG
AGCAGATGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTAC

ACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCTGGCAAG
Secuencia de aminoacidos guimera de VH de SAP-E (SEQ ID NO: 21)

QASLOQSGTELVRSGASVKMSCKASGFTFATYNMHWIKQTPGQGLEWIGYIYPGDGNANYNQQFKGK
ATLTADTSSNTAYMQISSLTSEDSAVYF CARGDFDYDGGYYFDSWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG FYPSDIAVEWESNGQPEN NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK

SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Secuencia de nucledtidos quimera de VL de SAP-E (SEQ ID NO: 46)
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GACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATG
TCGAGCAAGTGAGAATATFI'ACAGTTATITAGCATGGTATCAG CAGAAACAGGGAAGATCCCCTCAG
CTCCTGGTCCATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGGTCAGTGGCAGTGGATCA
GGCACACACTTTTCTCTGAAGATCAACGGCCT GCAGCCT GAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAAC
ATCATTATGGTGCTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAACTGAAACGTACGGTGGCCG
CCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGT
GTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGA
GCGGCAACAGCCAGGAGA~GCGTGACCGAGCAGGACAGCAAGGACT CCACCTACAGCCTGAGCAGC
ACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGTGAGGTGACCCACCAG

GGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGC
Secuencia de aminoacidos quimera de VL SAP-E (SEQ ID NO: 22)

DIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENIYSYLAWYQQKQGRSPQLLVHNAKTLAEGVPSRVSGSGSGTH
FSLKINGLQPEDFGNYYCOQHHYGAPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS KADYEKH KVYACEVTHQG LSSPVTKSFNR

GEC .
Secuencia de nucledtidos quimera de VH de SAP-K (SEQ ID NO: 47)

CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTGATAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGTTGTCCTGC
AAGGCTTCTGGCTACACTTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGC
CTTGAGTGGATTGGAATGATTCATCCTAATAGTGTTAATACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGTA
AGGCCACACTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAACAGCCTGACATCTGA
GGACT CT GCGGTCTATTACTGTGCAAGACGGAATGATTACTACT GGTACI'T CGATGTCTGGGGCACA
GGGACACTAGTGACCGTGTCCAGCGLCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGLCCLCCAGC
AGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAG
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AGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGAC
CTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGA
GCTGTGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCTGCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCCAGCGTGTT
CCTGTTCCCCCCCAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCAGCAGAACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTG
GTGGATGTGAGCCACGAGGACCCTGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCA
CAATGCCAAGACCAAGCCCAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCT ACCGGGTGGTGTCCGTGCT GAC
CGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCC
TGCCCCTATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAG CCCAGAGAGCCCCAGGTGTACACCCT
GCCCCCTAGCAGAGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTA
CCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCC
CCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGAGCAGAT
GGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACACCCAGA

AGAGCCTGAGCCTGTCCCCTGGCAAG
Secuencia de aminoacidos guimera de VH de SAP-K (SEQ ID NO: 23)

QVALQQPGAELIKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGMIHPNSVNTNYNEKFKSK
ATLTVDKSSSTAYMQLNSLTSEDSAVYYCARRN DYYWYF DVWGTGTLVTVSSASTKG PS:VE PLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSG‘VHTF PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN

WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR

WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Secuencia de nucledtidos quimera de VL de SAP-K VL (SEQ ID NO: 48)

GACATTGTGATGACCCAGTCTCAAAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGGGTCAGCGTCACCT
GCAAGGCCAGTCAGAATGTGAACTCTAATGTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGGCAATCTCCTA
AAGCACTGATTTACTCGGCTTCCTACCGGTACAGTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATC
TGGGACAGATTTCACTCTCACCATCACCAATGTGCAGTCTGAAGACTTGGCAGAGTATTTCTGTCAG
CAATGTAACAACTATCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAACGTACGGTGGCC
GCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTG
TGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAG
AGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAG
CACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGTGAGGTGACCCACCA

GGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGC
Secuencia de aminoacidos quimera de VL de SAP-K (SEQ ID NO: 24)
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DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSVTCKASONVNSNVAWYQQKPGQSPKALIYSASYRYSGVPDRFTGSGSG
TOFTLTITNVQSEDLAEYFCQQCNNYPFTFGSGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC

Ejemplo 3: Estrategia de Humanizacion

Se generaron anticuerpos humanizados mediante un proceso de injertacion de CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRLA1,
CDRL2 y CDRL3 del anticuerpo murino sobre una secuencia de la region marco conservada humana adecuada.

Estrategia de Humanizacion de SAP-E

Humanizacion de la cadena pesada de SAP-E

Para la secuencia de la cadena pesada variable de ratén de SAP-E se seleccioné una regiéon marco conservada
aceptora de la linea germinal humana (IGHV1-69, SEQ ID NO: 25) que tenia una identidad del 60% (incluyendo las
CDR) con la secuencia de la cadena pesada variable de SAP-E de raton (SEQ ID NO: 7) junto con el minigen JH1
(Kabat: AEYFQHWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 26)). Los primeros seis restos de los restos del minigen JH1
estaban dentro de la regiéon CDR3 y se sustituyeron por la CDR procedente del anticuerpo donante.

Se generaron cinco variantes humanizadas en base a la comparacion de secuencias y posible impacto sobre la
funcién del anticuerpo. La construccion HO era un injerto lineal de las CDR murinas (usando la definicién de Kabat)
en la regibn marco conservada aceptora humana seleccionada anteriormente. La construccion H1 tenia
retromutaciones adicionales en los restos 27 y 30. Las construcciones H2 y H3 se basaron en H1 con
retromutaciones adicionales en los restos 2 (H2) y 48 y 67 (H3). La construccion H4 se basé en H3 con
retromutaciones adicionales en los restos 69, 73 y 91. Véase la Tabla 3.

A continuacioén se proporcionan las secuencias de los dominios pesados variables humanizados de HO, H1, H2, H3 y
H4 (SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31 respectivamente).

Tabla 3: Resumen de variantes generadas de VH humanizadas de SAP-E

Construccion | Regiéon marco Retromutaciones Numero total de Regién marco Secuencia
conservada en el aa n° (Kabat) | retromutaciones conservada original de
aceptora/molde aceptora’humana | raton

HO (SEQ ID IGHV-69 (SEQID | ---- NINGUNA

NO: 27) NO: 25)

H1 (SEQID HO 27 2 G F

NO: 28) 30 S A

H1 (SEQ ID HA1 2 3 V A

NO: 29)

H2 (SEQID HA1 48 4 M I

NO: 30 67 vV A

H4 (SEQID H3 69 7 I L

NO: 31) 73 K T

91 Y F

Humanizacion de la cadena ligera de SAP-E

Para la secuencia de la cadena ligera variable de ratén de SAP-E se selecciond una regién marco conservada
aceptora de la linea germinal humana (IGKV1-39, SEQ ID NO: 32) que tenia un 68% de identidad (incluyendo las
CDR) con la secuencia de la cadena ligera variable de SAP-E de ratén (SEQ ID NO: 9) junto con el minigen kappa 2
de la region J (Kabat: YTFGQGTKLEIK, SEQ ID NO: 33)) basandose en la similitud de secuencia. Los dos primeros
restos de los restos del minigen JK-2 estan dentro de la region CDR3 y se sustituyeron por la CDR procedente del
anticuerpo donante.

Se generaron tres variantes humanizadas en base a la comparacion de secuencias y posible impacto sobre la
funcién del anticuerpo. La construccion de LO era un injerto lineal de las CDR murinas (usando la definicion de
Kabat) en la region marco conservada aceptora humana seleccionada anteriormente. La construccion L1 tenia una
retromutacion en el resto 49 y la construccion L2 tenia retromutaciones en las posiciones 48 y 49. Véase la Tabla 4.

A continuacion se proporcionan las secuencias de los dominios ligeros variables humanizados de LO, L1y L2 (SEQ
ID NO: 34, SEQ ID NO: 35y SEQ ID NO: 36 respectivamente).
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Tabla 4: Resumen de variantes generadas de VL humanizadas de SAP-E

Construccion Regién marco Retromutaciones | Numero total de | Regién marco Secuencia
conservada en el aan® retromutaciones | conservada original
aceptora/molde | (Kabat) aceptora’humana | de raton

LO (SEQID IGKV1-39 (SEQ | ------ NINGUNA — ] e

NO: 34) ID NO: 32)

L1 (SEQID LO 49 1 Y H

NO: 35)

L2 (SEQID L1 48 2 I \Y

NO: 36) 49 Y H

Estrategia de Humanizacion de SAP-K

Humanizacion de la cadena pesada de SAP-K

Para la secuencia de la cadena pesada variable de ratén de SAP-K se seleccioné una regién marco conservada
aceptora de la linea germinal humana (IGHV1-69, SEQ ID NO: 25) que tenia un 65% de identidad (incluyendo las
CDR) con la secuencia de la cadena pesada variable de SAP-K de ratén (SEQ ID NO: 17) junto con el minigen JH1
(Kabat: AEYFQHWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 26)). Los seis primeros restos del minigen JH1 estaban dentro de la
region CDR3 y se sustituyeron por las CDR procedentes del anticuerpo donante.

Se generaron cuatro variantes humanizadas basandose en la comparacién de secuencia y posible impacto sobre la
funcién de anticuerpo. La construccion HO era un injerto lineal de las CDR murinas (usando la definicion de Kabat)
en la regibn marco conservada aceptora humana seleccionada anteriormente. La construccion H1 tenia
retromutaciones adicionales en los restos 27 y 30. La construccion H2 se basé en H1 con retromutaciones
adicionales en los restos 48 y 67. La construccion H3 se basé en H2 con retromutaciones adicionales en los restos
69y 71. Véase la Tabla 5.

A continuacion se proporcionan las secuencias de los dominios pesados variables humanizados de HO, H1, H2 y H3
(SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40 respectivamente).

Tabla 5: Resumen de variantes generadas de VH humanizadas de SAP-K

Construcciéon | Region marco Retromutaciones Numero total de Regién marco Secuencia
conservada en el aa n° (Kabat) | retromutaciones | conservada original de
aceptora/molde aceptora’humana | raton

HO (SEQID IGHV1-69 (SEQ | --—--- NINGUNA — |

NO: 37) ID NO: 25)

H1 (SEQID HO 27 2 G Y

NO: 38) 30 S T

H2 (SEQID HA1 48 4 M I

NO: 39) 67 V A

H3 (SEQID H2 69 6 I L

NO: 40) 71 A \Y

Humanizacion de la cadena ligera de SAP-K

Para la secuencia de la cadena ligera variable de ratén de SAP-K se selecciond una regién marco conservada
aceptora de la linea germinal humana (IGKV1-39, SEQ ID NO: 32) que tenia un 63% de identidad (incluyendo las
CDR) con la secuencia de la cadena ligera variable de SAP-K de raton (SEQ ID NO: 19) junto con el minigen kappa
2 de la region J (Kabat: YTFGQGTKLEIK, SEQ ID NO: 33) basandose en la similitud de secuencia. Los dos primeros
restos de los restos del minigen Jk-2 estaban dentro de region CDR3 y se sustituyeron por la CDR procedente del
anticuerpo donante.

Se generaron dos variantes humanizadas basandose en la comparacion de secuencia y posible impacto sobre la
funcién del anticuerpo. La construccién LO era un injerto lineal de las CDR murinas (usando la definicion de Kabat)
en la regidon marco conservada aceptora humana seleccionada anteriormente. La construccion L1 tenia una
retromutacion en el resto 46.

A continuacién se proporcionan las secuencias de los dominios ligeros variables humanizados de LO y L1 (SEQ ID
NO: 41 y SEQ ID NO: 42 respectivamente).

Tabla 6: Resumen de variantes generadas de VL humanizadas de SAP-K

Construccion | Regidén marco Retromutaciones | Numero total de Regién marco Secuencia
conservada en el aa n° (Kabat) | retromutaciones | conservada original de
aceptora/molde aceptora’lhumana | raton

LO (SEQID IGKV1-39 (SEQ | -—---- NINGUNA — ] e

NO: 41) ID NO: 32)
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(continuacion)

Construccion | Regiéon marco Retromutaciones Numero total de Region marco Secuencia
conservada en el aa n° (Kabat) | retromutaciones conservada original de
aceptora/molde aceptora’/humana raton

L1 (SEQID LO 46 1 L A

NO: 42)

Construccion de vectores de anticuerpos humanizados

Se optimizo la secuencia de las secuencias de ADN de la regién variable humanizada. Los fragmentos de ADN que
codifican las regiones variables ligera y pesada humanizada se construyeron de nuevo usando una estrategia
basada en PCR y oligonucleodtidos solapantes. El producto de la PCR se cloné en vectores de expresién mamiferos
que contenian la region constante gamma 1 humana y la region constante kappa humana, respectivamente. Esta es
la region Fc de tipo silvestre.

Secuencia aceptora de nucleétidos de la linea germinal de la cadena pesada variable humana IGHV1-69 (SEQ ID

NO: 49)
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTG

CAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGG
GCTTGAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGAGTCACGATI'ACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCT ACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATC
TGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGA

Secuencia aceptora de aminodacidos de la linea germinal de la cadena pesada variable humana IGHV1-69 (SEQ ID

NO: 25)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIPIEGTANYAQKFQGRV

TITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR

Secuencia aceptora de nucleétidos de la linea germinal de la cadena pesada variable humana IGKV1-39 (SEQ ID

NO: 50)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG

CCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAA
GCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCT
GGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACA
GAGTTACAGTACCCCT '

Secuencia aceptora de aminoacidos de la linea germinal de la cadena pesada variable humana IGKV1-39 (SEQ ID

NO: 32)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDF

TLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTP
Minigen JH1 (SEQ ID NO: 26)
AEYFQHWGQGTLVTVSS

Minigen J«k2 (SEQ ID NO: 33)
YTFGQGTKLEIK

Secuencia _de nucleétidos de HO de la variante de la region V de cadena pesada humanizada de SAP-E no
optimizada por codones (SEQ ID NO: 51)
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CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTG
CAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCACTTACAATATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGG
GCTTGAGT! GGATGG GATATATTTATCCTGGAGATGGTAATGCTAACTACAATCAGCAGTTCAAGGGC
AGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCT
GAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGACTTTGATTACGACGGAGGGTACTACTTTGAC

TCCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Secuencia de nucledtidos de LO de la variante de la region V de cadena ligera humanizada de SAP-E no optimizada

por codones (SEQ ID NO: 52)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
CCGAGCAAGTGAGAATATTTACAGTTATTTAGCATGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAA
GCTCCTGATCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCT
GGGACAGATTI"CACT CTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACA
TCAﬁATGGTGCTCCGCT CACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

Secuencia de nucledtidos de HO de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada SAP-E (optimizada por
codones) (SEQ ID NO: 53)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAACCCGGCAGCAGCGTGAAGGTGAGCT.
GCAAGGCTAGCGGGGGCACCTTCTCCACCTACAACATGCACTGGGTCAGGCAGGCACCCGGCCAGG
GCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTACCCCGGCGACGGCAACGCCAACTACAACCAGCAGTTCAAGG
GCAGGGTGACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACT ACTGCGCCAGGGGCGACTTCGACTACGACGGCGGCTACTACTTC
GACAGCTGGGGACAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de HO de la variante de la regiéon V de cadena pesada humanizada SAP-E (SEQ ID NO:
27)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSTYNMHWVRQAPGQGLEWMGYIYPGDGNANYNQQFK
GRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFDYDGGYYFDSWGQGTLVTVSS

Secuencia de nucleédtidos de H1 de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada SAP-E (optimizada por
codones) (SEQ ID NO: 54)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAACCCGGCAGCAGCGTGAAGGTGAGCT
GCAAGGCTAGCGGGTTCACCTTCGCCACCTACAACATGCACTGGGTCAGGCAGGCACCCGGCCAGG
GCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTACCCCGGCGACGGCAACGCCAACTACAACCAGCAGTTCAAGG
GCAGGGTGACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGGCGACTTCGACTACGACGGCGGCTACTACTTC
GACAGCTGGGGACAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de H1 de la variante de la regidon V de cadena pesada humanizada de SAP-E (SEQ ID

NO: 28)
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QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFATYNMHWVRQAPGQGLEWMGYIYPGDGNANYNQQFK
GRVTITAD KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFDYDGGYYFDSWGQGTLVTVSS

Secuencia de nucledétidos de H2 de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada de SAP-E (optimizada

por codones) (SEQ ID NO: 55)
CAGGCGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAACCCGGCAGCAGCGTGAAGGTGAGCT

GCAAGGCTAGCGGGTTCACCTTCGCCACCTACAACATGCACTGGGTCAGGCAGGCACCCGGCCAGG
GCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTACCCCGGCGACGGCAACGCCAACTACAACCAGCAGTTCAAGG
GCAGGGTGACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTG CGCCAGGGGCGACTTCGACTACGACGGCGGCTACTACTTC
GACAGCTGGGGACAGGGCACACT AGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de H2 de la variante de la regidon V de cadena pesada humanizada de SAP-E (SEQ ID
NO: 29)
QAQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFATYNMHWVRQAPGQGLEWMGYIYPGDGNANYNQQFK

GRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFDYDGGYYFDSWGQGTLVTVSS

Secuencia de nucleétidos de H3 de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada de SAP-E (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 56)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAACCCGGCAGCAGCGTGAAGGTGAGCT.
GCAAGGCTAGCGGGTTCACCTTCGCCACCTACAACATGCACTGGGTCAGGCAGGCACCCGGCCAGG
GCCTGGAGTGGATCGGCTATATCTACCCCGGCGACGGCAACGCCAACTACAACCAGCAGTTCAAGG
GCAGGGCCACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGGA
GCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGGCGACTTCGACTACGACGGCGGCTACTACTTCG

ACAGCTGGGGACAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC
Secuencia de aminoacidos de H3 de la variante de la regidon V de cadena pesada humanizada de SAP-E (SEQ ID

NO: 30)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFATYNMHWVRQAPGQGLEWIGYIYPGDGNANYNQQFKG

RATITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARG DFDYbGGWF DSWGQGTLVTVSS

Secuencia de nucledtidos de H4 de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada de SAP-E (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 57)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAACCCGGCAGCAGCGTGAAGGTGAGCT
GCAAGGCTAGCGGGTTCACCTT! CGCCACCT ACAACATG CACTGG:GTCAGGCAGGCACCCGGCCAGG
GCCTGGAGTGGATCGGCTATATCTACCCCGGCGACGGCAACGCCAACTACAACCAGCAGTTCAAGG
GCAGGGCCACCCTGACCGCCGACACCAGCACCAGCACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGGA
GCGAGGATACCGCCGTGTACTTCTGCGCCAGGGGCGACTTCGACTACGACGGCGGCTACTACTTCG

ACAGCTGGGGACAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de H4 de la variante de la regidon V de cadena pesada humanizada de SAP-E (SEQ ID

NO: 31)
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QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFATYNMHWVRQAPGQGLEWIGYIYPGDGNANYNQQFKG
RATLTADTSTSTAYMELSS LRSEDTAVYFCARGDFDYDGGYYFDSWG QGTLVTVSS

Secuencia de nucledtidos de LO de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-E (optimizada

por codones) (SEQ ID NO: 58)

GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCTCACTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATTACC
TGCAGGGCCTCCGAGAACATCTACAGCTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCC
AAGCTGCTGATCTACAACGCCAAGACCCTCGCCGAGGGCGTCCCTAGCAGGTTCTCTGGAAGCGGC
AGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTATTACTGCC
AGCACCACTACGGCGCCCCCCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAGATCAAG

Secuencia de aminoacidos de L0 de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-E (SEQ ID NO:
34)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASENIYSYLAWYQQKPGKAPKLLIYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTDF

TLTISSLQPEDFATYYCQHHYGAPLTFGQGTKLEIK

Secuencia de nucledtidos de L1 de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-E (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 59)

GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCTCACTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATTACC
TGCAGGGCCTCCGAGAACATCTACAGCTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCC
AAGCTGCTGATCCACAACGCCAAGACCCTCGCCGAGGGCGTCCCTAGCAGGTTCTCTGGAAGCGGC
AGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTATTACTGCC
AGCACCACTACGGCGCCCCCCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAGATCAAG

Secuencia de aminoacidos de L1 de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-E (SEQ ID NO:
35)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASENIYSYLAWYQQKPGKAPKLLIHNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTDF .
TLTISSLQPEDFATYYCQHHYGAPLTFGQGTKLEI K

Secuencia de nucledtidos de L2 de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-E (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 60)

GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCTCACTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATTACC
TGCAGGGCCTCCGAGAACATCTACAGCTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCC
AAGCTGCTGGTGCACAACGCCAAGACCCTCGCCGAGGGCGTCCCTAGCAGGTTCTCTGGAAGCGGC
AGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTATTACTGCC
AGCACCACTACGGCGCCCCCCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAGATCAAG

Secuencia de aminoacidos de L2 de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-E (SEQ ID NO:
36)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASENIYSYLAWYQQKPGKAPKLLVHNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTD

FTLTISSLQPEDFATYYCQHHYGAPLTFGQGTKLEIK

Secuencia_madura completa de nucledtidos de H1 de cadena pesada humanizada de SAP-E (optimizada por
codones) (SEQ ID NO: 61)

Cc
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CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAGGTGAAGAAACCCGGCAGCAGCGTGAAGGTGAGCT
GCAAGGCTAGCGGGTTCACCTTCGCCACCTACAACATGCACTGGGTCAGGCAGGCACCCGGCCAGG
GCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTACCCCGGCGACGGCAACGCCAACTACAACCAGCAGTTCAAGG
GCAGGGTGACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGGCGACTTCGACTACGACGGCGGCTACTACTTC
GACAGCTGGGGACAGGGCACACTAGTGACCGTESTCCAGCGCCAGCACCAAGGQCCCCAGCGTGTT
CCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGG
ACTACTTCCCCGAACCGGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTT
CCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCAGCAGCAG
CCTGGGCACCCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAA
GGTGGAGCCCAAGAGCTGTGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCTGCCCCCGAGCTGCTGGG
AGGCCCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCAGCAGAACCCCCGAG
GTGACCTGTGTGGTGGTGGATGTGAGCCACGAGGACCCTGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACCGGG
TGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGGTGT
CCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCTATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGC
CCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCAGAGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCT
GGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACA
ACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGT
GGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACA
ATCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCTGGCAAG

Secuencia madura completa de aminoacidos de H1 de cadena pesada humanizada de SAP-E (SEQ ID NO: 62)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFATYNMHWVRQAPGQGLEWMGYIYPGDGNANYNQQFK
GRVTITADKSTSTAYM ELSSLRSEDTAVYYCARGDFDYDGGYYF DSWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP |
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG FYPSDIAVEWESNGQP ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia madura completa de nucleétidos de L1 de cadena ligera humanizada de SAP-E (optimizada por codones)

(SEQ ID NO: 63)
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GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCTCACT GAGCGCCAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATI'ACC
TGCAGGGCCT CCGAGAACATCT ACAGCTACCTGGCCT: GGTACCAG CAGAAGCCCGGCAAGGCCCCC
AAGCTGCTGATCCACAACGCCAAGACCCT CGCCGAGGGCGTCCCTAGCAG GTTCTCTGGAAGCGGC
AGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTATTACTGCC

AGCACCACTACGGCGCCCCCCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAGATCAAGCGTACGGTGG
CCGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGG

TGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGC
AGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTGACCGAGC‘AGGACAG CAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCT GTGAGGTGACCCAC
CAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGC

Secuencia madura completa de aminodcidos de L1 de cadena ligera humanizada de SAP-E (SEQ ID NO: 64)

DIOQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASENIYSYLAWYQQKPGKAPKLLIHNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTOF
TLTISSLQPEDFATYYCQH HYGAF;LTFGQG'i'KLElKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREA
KVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia _de nucledtidos de HO de la variante de la reqgion V de cadena pesada humanizada de SAP-K, no
optimizada por codones (SEQ ID NO: 65)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTG
CAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGCTACTGGATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGG
GCTTGAGTGGATGGGAATGATTCATCCTAATAGTGTTAATACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGT
AGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCT
GAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGACGGAATGATTACTACTGGTACTTCGATGTCTGGGGC
CAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Secuencia de nucledtidos de LO de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-K, no optimizada
por codones (SEQ ID NO: 66)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTG
CAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGCTACTGGATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGG
GCTTGAGTGGATGGGAATGATTCATCCTAATAGTGTTAATACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGT
AGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCT
GAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGACGGAATGATTACTACTGGTACTTCGATGTCTGGGGC
CAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Secuencia de nucleétidos de HO de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada de SAP-K (optimizada

por codones) (SEQ ID NO: 67)
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CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAAGTGAAGAAGCCCGGCAGCAGCGTGAAAGTGAGCT

GCAAGGCCAGCGGCGGAACCTTCAGCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGGCACCCGGCCAG
GGCCTGGAGTGGATGGGCATGATCCACCCCAACAGCGTGAACACCAACTACAACGAGAAGTTCAAG
AGCAGAGTGACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTATATGGAGCTGAGCTCTCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGAGGAACGACTACTACTGGTACTTCGACGTCTGG
GGCCAGGGCACACT AGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de HO de la variante de la regidon V de cadena pesada humanizada de SAP-K (SEQ ID

NO: 37)
QVQLVQASGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYWMHWVROQAPGQGLEWMGMIHPNSVNTNYNEKFK

SRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRNDYYWYFDVWGQGTLVTVSS

Secuencia de nucleétidos de H1 de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada de SAP-K (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 68)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAAGTGAAGAAGCCCGGCAGCAGCGTGAAAGTGAGCT
GCAAGGCCAGCGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGGCACCCGGCCAG
GGCCTGGAGTGGATGGGCATGATCCACCCCAACAGCGTGAACACCAACTACAACGAGAAGTTCAAG
AGCAGAGTGACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTATATGGAGCTGAGCTCTCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGAGGAACGACTACTACTGGTACTTCGACGTCTGG
GGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de H1 de la variante de la regidon V de cadena pesada humanizada de SAP-K (SEQ ID

NO: 38)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEWMGMIHPNSYNTNYNEKFK

SRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRNDYYWYFDVWGQGTLVTVSS

Secuencia de nucleétidos de H2 de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada de SAP-K (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 69)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAAGTGAAGAAGCCCGGCAGCAGCGTGAAAGTGAGCT

GCAAGGCCAGCGGCTACACCTT CACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGGCACCCGGCCAG

GGCCTGGAGTGGATCGGCATGATCCACCCCAACAGCGTGAACACCAACTACAACGAGAAGTTCAAG
AGCAGAGCCACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAG CACCGCCTATATGGAGCTGAGCTCTCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGAGGAACGACTACTACTGGTACTTCGACGTCTGG
GGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de H2 de la variante de la regidon V de cadena pesada humanizada de SAP-K (SEQ ID

NO: 39)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEWIGMIHPNSVNTNYNEKFKS
RATITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRNDYYWYFDVWGQGTLVTVSS

Secuencia de nucleétidos de H3 de la variante de la regién V de cadena pesada humanizada de SAP-K (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 70)
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CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAAGTGAAGAAGCCCGGCAGCAGCGTGAAAGTGAGCT
GCAAGGCCAGCGGCTACACCTTCACCAGCTACT GGATGCACTGGGTGAGGCAGGCACCCGGCCAG
GGCCTGGAGTGGATCGGCATGATCCACCCCAACAGCGTGAACACCAACTACAACGAGAAGTTCAAG
AGCAGAGCCACCCTGACCGTGGACAAGAGCACCAGCACCGCCTATATGGAGCTGAGCTCTCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGAGGAACGACTACTACTGGTACTTCGACGTCTGG
GGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

Secuencia de aminoacidos de H3 de la variante de la regidon V de cadena pesada humanizada de SAP-K (SEQ ID

NO: 40)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEWIGMIHPNSVNTNYNEKFKS

RATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRNDYYWYFDVWGQGTLVTVSS

Secuencia de nucledtidos de LO de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-K (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 71)

GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCTCTTCACTGAGCGCTAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATCACC
TGCAAGGCCAGCCAGAACGTGAACAGCAACGTGGCCT GGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAAGCCCC
CAAGCT CCTGATCT. ACAG CGCCAGCTACAGATATAGCGGCGTG CCTAG CAGGTTTAGCGGCAGCGG
AAGCGGGACCGATTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACTTACTACTGC
CAGCAGTGCAACAACTACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAG

Secuencia de aminoacidos de L0 de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-K (SEQ ID NO:
41)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVNSNVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCOQCNNYPFTFGQGTKLEIK

Secuencia de nucledtidos de L1 de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-K (optimizada
por codones) (SEQ ID NO: 72)

GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCTCTTCACTGAGCGCTAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATCACC
TGCAAGGCCAGCCAGAACGTGAACAGCAACGTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAAGCCCC
CAAGGCCCTGATCTACAGCGCCAGCTACAGATATAGCGGCGTGCCTAGCAGGTTTAGCGGCAGCGG
AAGCGGGACCGATTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACTTACTACTGC
CAGCAGTGCAACAACTACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAG

E_g)cuencia de aminoacidos de L1 de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-K (SEQ ID NO:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVNSNVAWYQQKPGKAPKALIYSASYRYSGVPSRFSGSGSGT

DFTLTISSLOQPEDFATYYCQQCNNYPFTFGQGTKLEIK

Secuencia de nucledtidos de la cadena pesada de H3 humanizada de SAP-K optimizada por codones (SEQ ID NO:

75)
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CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCGAAGTGAAGAAGCCCGGCAGCAGCGTGAAAGTGAGCT
GCAAGGCCAGCGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGGCACCCGGCCAG
GGCCT GGAGTGGATCGGCATGATCCACCCCAACAGCGTGAACACCAACTACAACGAGAAGTTCAAG
AGCAGAGCCACCCTGACCGTGGACAAGAGCACCAGCACCGCCTATATGGAGCTGAGCTCTCTGAGG
AGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGAGGAACGACTACTACTGGTACTTCGACGTCTGG
GGCCAGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGLC
CCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCC
GAACCGGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTG
CTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCC
CAAGAGCT GTGACAAGACCCACACCT GCCCCCCCTGCCCTGCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCCAG
CGTGTTCC_T GTTCCCCCCCAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCAGCAGAACCCCCGAGGTGACCTGT
GTGGTGGTGGATGTGAGCCACGAGGACCCT: GAGGTGAAG'ITCAAC'I" GGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCG
TGCTGACCGTGCTG CACCAGGA‘ITGGCT GAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGG
CCCTGCCTGCCCCTATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGCCCCAGGTGT
ACACCCTGCCCCCTAGCAGAGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGG
GCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGA
CCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGAG
CAGATGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCT: CCGfGATGCACGAGGCCCT GCACAATCACTACAC

CCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCTGGCAAG
Secuencia de aminodcidos de la cadena pesada de H3 humanizada de SAP-K (SEQ ID NO: 76)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEWIGMIHPNSVNTNYNEKFKS
RATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRNDYYWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS LSSVVTVPSSSLG;FQTYICNVN HK
PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de nucledtidos de la cadena ligera de LO humanizada de SAP-K (optimizada por codones) (SEQ ID NO:

)
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GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCTCTTCACTGAGCGCTAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATCACC
TGCAAGGCCAGCCAGAACGTGAACAGCAACGTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAAGCCCC
CAAGCTCCTGATCTACAGCGCCAGCTACAGATATAGCGGCGTGCCTAGCAGGTTTAGCGGCAGCGG
AAGCGGGACCGATTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACTTACTACTGC
CAGCAGTGCAACAACT ACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAGCGTACGGTG

GCCGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTG
GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCTCTTCACTGAGCGCTAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATCACC

TGCAAGGCCAGCCAGAACGTGAACAGCAACGTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAAGCCCC
CAAGCTCCTGATCTACAGCGCCAGCTACAGATATAGCGGCGTGCCTAGCAGGTTTAGCGGCAGCGG
AAGCGGGACCGATTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACTTACTACTGC
CAGCAGTGCAACAACT ACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAGCGTACGGTG

GCCGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTG
Secuencia de aminodcidos de la cadena ligera de LO humanizada de SAP-K (SEQ ID NO: 78)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVNSNVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQCNNYPFTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC

Secuencia lider para cadenas de inmunoglobulina (SEQ ID NO: 79)

MGWSCIILFLVATATGVHS

Ejemplo 4: Expresion de anticuerpos

Expresién de anticuerpos recombinantes

Los plasmidos de expresion que codifican las cadenas pesada y ligera respectivamente de anticuerpos quiméricos o
humanizados se co-transfectaron transitoriamente en células HEK2936E por transfeccion lipidica usando Fectin 293.
Las células se cultivaron en medios de expresion Freestyle 293 con pluronic F68 al 10% y 50 mg/ml de geneticina, a
37 °C, CO2 al 5% durante 72-120 horas, el sobrenadante se recogié por centrifugacion. En algunos casos el material
procedente del sobrenadante se usé como objeto de ensayo en ensayos de unién. En otros casos, el material
procedente del sobrenadante se esterilizd por filtracion y el anticuerpo se recuperé por cromatografia de afinidad
usando una columna de Proteina A MAbSelect SURE seguido de dialisis en PBS.

Expresién de anticuerpos en hibridomas

Se cultivaron células de hibridoma en matraces agitadores en medio Ex620 complementado con glutamax 4 mM y
SFT de IgG reducido al 10%. Las células se sometieron a pases y se elimin6 el suero hasta un buen crecimiento en
medio sin suero. Después las células se usaron como una semilla para una bolsa agitadora de 10 I. Las células se
cultivaron en la bolsa agitadora a 22 agitaciones/minuto, 37 grados C, CO2 al 5% en 0,1 I/min hasta que la viabilidad
disminuy6 al 30%. EI medio acondicionado se recogié por filtracion estéril. El anticuerpo se recuperd por
cromatografia de afinidad usando Proteina A recombinante seguido de dialisis en PBS.

Ejemplos 5-7: Datos comparativos entre los mAb de hibridomas y/o quiméricos y/o los mAb humanizados.
Ejemplo 5: Comparacion de hibridomas de SAP-K y SAP-E en ELISA de union a SAP humano

Sobre una placa de ensayo ELISA se inmovilizaron directamente 1 ug/ml o 5 ug/ml de SAP humano y se bloguearon
con BSA al 1%/TBS mas TWEEN20 al 0,05%. Los anticuerpos anti SAP del material purificado se titularon a través
de la placa. El anticuerpo unido se detecto por tratamiento con un anticuerpo anti-lgG de ratén de conejo conjugado
con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Dako, P0260). El ELISA se desarrollé usando sustrato de diclorhidrato de
O-fenilendiamina (OPD) peroxidasa (Sigma, P9187).

La Figura 1 muestra las curvas de unién de los anticuerpos murinos SAP-E y SAP-K a una concentracion de
recubrimiento de SAP de 1 pg/ml.
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La Figura 2 muestra las curvas de unién de los anticuerpos murinos SAP-E y SAP-K a una concentracion de
recubrimiento de SAP de 5 pg/ml.

A la concentracion de recubrimiento de 5 ug/ml, SAP-K y SAP-E mostraron similar unién al SAP humano
inmovilizado, mientras que al recubrimiento de menor densidad de 1 ug/ml, SAP-K mostré mayor uniéon que el SAP-
E. Todos los siguientes ELISA de unién a SAP humano usando este formato usaron la menor densidad de
concentracion de recubrimiento de 1 ug/ml para diferenciar entre las propiedades de union de los dos anticuerpos.

Ejemplo 6: Comparacion de los mAb quiméricos/humanizados de SAP-K y SAP-E en ELISA de union a SAP
humano

Sobre una placa de ensayo ELISA se inmovilizé directamente 1 pg/ml de SAP humano y se bloque6 con BSA al
1%/TBS mas TWEEN20 al 0,05%. Los anticuerpos anti SAP de los sobrenadantes del ensayo o del material
purificado se titularon a través de la placa. El anticuerpo unido se detectd por tratamiento con anticuerpo anti-cadena
ligera Kappa humana de cabra conjugado con peroxidasa (Sigma, A7164). El ELISA se desarroll6 usando sustrato
de diclorhidrato de O-fenilendiamina (OPD) peroxidasa (Sigma, P9187).

La Figura 3 muestra las curvas de union de los anticuerpos quiméricos cSAP-E y cSAP-K. El perfil de las curvas de
los anticuerpos quiméricos es el mismo que el de los hibridomas equivalentes.

La Figura 4 muestra las curvas de union de HOLO de SAP-K, H1L0O de SAP-K, H2L0O de SAP-Ky H3LO de SAP-K en
comparacion con la quimera de SAP-K y H1L1 de SAP-E en comparacion con la quimera de SAP-E. También se
ensay6 un anticuerpo kappa IgG1 humano intrascendente como un control negativo. Los datos muestran que la
humanizacion del anticuerpo SAP-K da como resultado una pérdida de actividad de unién a SAP humano de
aproximadamente 2 veces en comparacion con la quimera de SAP-K parental, mientras que el anticuerpo SAP-E
humanizado conservé actividad de unién en comparacién con la quimera de SAP-E parental.

Ejemplo 7 - ELISA de competencia

Se recubrieron placas ELISA con SAP humano a 1 ug/ml (para la competicion con la quimera de SAP-K) o 5 pg/ml
(para la competicion con la quimera de SAP-E) y se bloquearon con BSA/PBS al 1%. Se mezclé una concentracion
constante de mAb anti-SAP quimérico con cantidades diluidas en serie (1:1) de los mAb anti-SAP. Las placas se
lavaron y la cantidad de anticuerpo quimérico unido al SAP humano inmovilizado se detectdé usando anticuerpo anti-
cadena ligera Kappa humana de cabra conjugado con peroxidasa (Sigma, A7164). El ELISA se desarrollé6 usando
sustrato de diclorhidrato de O-fenilendiamina (OPD) peroxidasa (Sigma, P9187).

La Figura 5 muestra anticuerpos monoclonales murinos de SAP-K y SAP-E purificados en el ELISA de competencia
con la quimera de SAP-E.

La Figura 6 muestra anticuerpos monoclonales murinos de SAP-K y SAP-E purificados en el ELISA de competencia
con la quimera de SAP-K.

En las dos figuras 5 y 6 no se observa competicion entre los anticuerpos SAP-E y SAP-K lo que demuestra que los
dos anticuerpos se unen a epitopes distintos sobre la molécula de SAP humano.

Ejemplo 8: Determinacién de cinéticas de unién

Analisis de unidon por Biacore de variantes de anticuerpo anti-SAP _humanizado a SAP de mono cinomolgo
purificado y humano purificado.

En una microplaca C1 de Biacore se inmovilizd SAP humano y de mono cinomolgo por acoplamiento de amina
primaria de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos anti-SAP humanizados contenidos en los
sobrenadantes de cultivo y los anticuerpos quiméricos purificados a 512 nM se pasaron sobre superficies SAP de
mono cinomolgo y humano y se obtuvieron sensogramas de unién. Todos los procesos se relacionaron por
duplicado con una inyeccion de tampon para la muestra purificada o medios para las muestras del sobrenadante
sobre las superficies de SAP de humano y cinomolgo. Los analisis se realizaron a 25 °C usando tampon HBS-EP.
La regeneracion de la superficie se realizdé en presencia de MgCl, 3 M y no influyd en la capacidad de los
anticuerpos para volver a unirse al SAP humano en un ciclo posterior. Los datos se analizaron usando el modelo
de disociacion 1 a 1 dentro del programa informatico de evaluacion Biacore T100.

Los datos generados en las Tablas 6a y 6b muestran las velocidades de disociacion (kd) de los sobrenadantes de
los anticuerpos SAP-E y SAP-K humanizados respectivamente. Los valores se basaban en una sola curva y se
usaron con fines de clasificacion entre las distintas construcciones para la unién al SAP humano. Los anticuerpos
SAP-E humanizados mostraron mejores velocidades de disociacion que los anticuerpos SAP-K humanizados para
la unién al SAP humano. Diversas variantes de anticuerpos humanizados SAP-K mostraron uniéon a SAP de mono
cinomolgo (N.I. la quimera de SAP-K unida a SAP de mono cinomolgo) mientras que ninguna de las variantes de
anticuerpos SAP-E humanizados se unian a SAP de mono cinomolgo (N.l. probablemente la quimera de SAP-E no
se une a SAP de mono cinomolgo). Las variantes de SAP-E humanizadas que contenian la cadena pesada
humanizada de injerto lineal (HO) o la cadena ligera humanizada de injerto lineal (LO) o una combinacion de ambas
mostraron las peores velocidades de disociacion. La cadena ligera L1 humanizada de SAP-E fue la mejor variante
de cadena ligera y la combinacion de L1 con la variante de cadena pesada H1 proporciond un anticuerpo
humanizado con una velocidad de asociaciéon aceptable conservando al mismo tiempo el numero de
retromutaciones a un minimo. La clasificacion de la velocidad de disociacion de las variantes de SAP-K
humanizado mostré que el injerto lineal de LO era la mejor variante de cadena ligera humanizada y que el injerto
lineal de HO era la peor variante de cadena pesada humanizada.
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Tabla 6a
Variante de SAP-E Kd para SAP humano (s™)
Quimera de SAP-E 3.83E-03
HTLT de SAP-E 4. 80E-03
H4L1 de SAP-E 5.43E-03
HTL2 de SAP-E 5.51E-03
H3LT de SAP-E 5.76E-03
H4L2 de SAP-E 5.80E-03
H2L1 de SAP-E 6.09E-03
H3L2 de SAP-E 6.31E-03
H2L2 de SAP-E 6.52E-03
HTLO de SAP-E 8.09E-03
H3LO0 de SAP-E 9.10E-03
H2L0 de SAP-E 9.79E-03
H4L0 de SAP-E 9.81E-03
HOLT de SAP-E 4.02E-02
HOL2 de SAP-E 4 29E-02
HOLO de SAP-E 5.35E-02
Tabla 6b
N.I. La Kd es para SAP humano
Kd(s™) Unioén a SAP de cinomolgo
quimera de SAP-K 6.64E-03 Si
H1LO de SAP-K 1.71E-02 Escasa
H3LO0 de SAP-K 1.84E-02 Si
H2L0 de SAP-K 2.04E-02 Si
H3LT de SAP-K 2.36E-02 Si
HOLO de SAP-K 2.63E-02 No
H1L1 de SAP-K 2.96E-02 Escasa
H2L1 de SAP-K 3.21E-02 Escasa
HOLT de SAP-K 4.79E-02 No

Analisis de unién por Biacore de anticuerpos anti-SAP _a SAP humano purificado directamente inmovilizado en un
soporte en fase sdlida

En una microplaca CM3 de Biacore se inmoviliz6 SAP humano por acoplamiento de amina primaria de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos anti-SAP se pasaron sobre esta superficie a 512, 128, 32, 8, 2, 0,5
nM y se obtuvieron sensogramas de union. Todos los procesos se relacionaron por duplicado con una inyeccién de
tampon sobre la superficie de SAP humano. Los analisis se realizaron a 25 °C usando tampén HBS-EP. La
regeneracion de la superficie se realizé permitiendo la extension del tampon sobre la superficie durante algunos
minutos y no influyd en la capacidad del SAP humano para volver a unirse a los anticuerpos en un ciclo posterior.
Los datos se analizaron desde procesos de 128 - 0,5 nM usando el modelo de analito bivalente intrinseco para el
programa informatico de evaluacion Biacore T100.

Los datos generados y recopilados en la tabla 7 se proporcionan para comparar entre las construcciones y
muestran que los anticuerpos anti SAP-K tienen una velocidad de asociacion mejor en este ensayo mientras que
los anticuerpos SAP-E muestran mejores velocidades de disociacion. Ademas, la humanizacion no influyé en la
cinética de unién del anticuerpo SAP-E mientras que para SAP-K se observé una pérdida de la velocidad de
asociacion y disociacion después de la humanizacion.
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Tabla 7
Ka(M'.s™) Kd(s™) KD (nM)
Quimera de SAP-K 4.06E+5 7.59E-03 18.7
HOLO de SAP-K 6.08E+4 4 49E-02 739
HTLO de SAP-K 1.15E+5 1.78E-02 155
H2L0 de SAP-K 1.15E+5 2.20E-02 191
H3LO0 de SAP-K 1.50E+5 1.92E-02 128
Quimera de SAP-E 2.64E+4 2.18E-03 82.6
H1L1 de SAP-E 2.64E+4 2.07E-03 78.3

Analisis de unién por Biacore de anticuerpos anti-SAP a SAP humano purificado capturado en O-fosfoetanolamina
inmovilizada

En una microplaca CM5 de Biacore se inmovilizé O-fosfoetanolamina por acoplamiento de amina primaria de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después se captur6 SAP humano en la superficie en presencia de
cloruro de calcio con objeto de reproducir, en el sistema Biacore in vitro, la orientacion exacta de las moléculas de
SAP unidas a fibrillas amiloides in vivo. Después los anticuerpos anti-SAP se pasaron sobre esta superficie a 256,
64, 16, 4, 1nM y se obtuvieron sensogramas de unién. El analisis se realizé a 25 °C usando BSA al 4%, Tris 10
mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2 mM, tensioactivo P20 al 0,05%, NaN3 al 0,02%, pH 8,0 como tampén de desarrollo. La
regeneracion se consiguid usando dos adiciones puntuales de Tris-EDTA (Tris 10 mM, NaCl 140 mM, EDTA 10
mM, pH 8,0) que eliminaron el SAP humano unido pero no influyé de manera significativa en la unién posterior de
SAP a la fosfoetanolamina inmovilizada. Los datos generados se relacionaron por duplicado con una inyeccion de
tampodn sobre la superficie de SAP humano y se analizaron usando el modelo de analito bivalente en el programa
informatico de evaluacion Biacore T100.

Los datos generados, como se muestra en la Tabla 8, se proporcionan solamente para comparar entre las
construcciones. No constituyen valores cinéticos precisos debido a la posible modificacion de unidn por el efecto de
avidez intrinseco en el formato de ensayo. Es mas probable que la avidez influya a las velocidades de disociacion
de los anticuerpos, conduciendo a valores calculados de KD mas bajos. Adicionalmente, para todos los anticuerpos
SAP-E, la velocidad de disociacion (kd) obtenida esta fuera del limite del intervalo de mediciéon por Biacore. No
obstante, los resultados indican fuerte uniéon de los anticuerpos anti-SAP al SAP humano inmovilizado por
interaccion del SAP con un ligando en fase sdlida, tal como ocurre in vivo en los depdsitos amiloides, que es la
diana terapéutica de la presente invencion.

Tabla 8
Ka(M'.s™) Kd(s™) KD (nM)
Quimera de SAP-K 3.32E+5 2.97E4 0.895
Quimera de SAP-E 2.03E+4 9.12E-7 | 4.49E-11

SAP-K de ratén 3.00E+5 2.19E-4 0.730
SAP-E de ratén 3.15E+4 1.51E-8 | 4.79E-13
H3LO de SAP-K 1.36E+5 5.01E-3 36.8
H1L1 de SAP-E 1.94E+4 1.58E-7 | 8.14E-12

Ejemplo 9: Exploracion de aminoacidos en la posicion 91 de la cadena ligera humanizada L0 de SAP-K

Se us6 mutagénesis de saturacion dirigida para generar un panel de variantes en el que el resto de cisteina en la
posicion 91 (numeracion de Kabat) se sustituyd posiblemente por los 19 aminoacidos restantes en una reaccion
sencilla usando un cebador de mutagénesis que codifica NNK en esta posicion (en la que N codifica adenosina o
citidina o guanosina o timidina y K codifica guanosina o timidina). A partir de la clasificacién de la velocidad de
disociacion de Biacore realizada en el sobrenadante de anticuerpos para las variantes generadas, se seleccionaron
cuatro para mejorar en las células HEK2936E y purificacion. El analisis cinético de Biacore usando el
procedimiento de O-fosfoetanolamina, como se detalla en el Ejemplo 7, mostré que la variante con alanina en la
posicion 91 (SEQ ID NO: 43) tuvo una afinidad mejorada en comparacion con la del tipo silvestre; se midieron
valores de KD de 0,436 nM y 36,8 nM respectivamente. N.l. todas las variantes se ensayaron en el mismo
experimento usado para producir los resultados mostrados en la Tabla 7.

Otras variantes, por ejemplo glicina, serina y valina mejoraron la unién con respecto a H3LO, pero a un menor
grado que la alanina. Ademas, el hecho de que estas cuatro variantes tuvieran mejores propiedades de unioén que
LO también se observd en un ensayo de union ELISA y en un experimento de clasificacion de velocidad de
disociacion de Biacore cuando las cadenas ligeras se emparejaron con H1.

Secuencia de nucledtidos de LO 91A de la variante de la regién V de cadena ligera humanizada de SAP-K
(optimizada por codones) (SEQ ID NO: 73)
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GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCTCTTCACTGAGCGCTAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATCACC
TGCAAGGCCAGCCAGAACGTGAACAGCAACGTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAAGCCCC
CAAEiCT CCTGATCTACAGCGCCAGCTACAGATATAGCGGCGTGCCTAGCAGGTTTAGCGGCAGCGG
AAGCGGGACCGATTTCACCCT GACCATCAGCAGCCT GCAGCCCGAGGACTTCGCCACTTACTACTGC
CAGCAGGCGAACAACTACCCCTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAG

Secuencia de aminoacidos de L0 91A de la variante de la region V de cadena ligera humanizada de SAP-K (SEQ

ID NO: 74)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVNSNVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYSGVPSRFSGSGSGTD

FTLTISSLQPEDFATYYCQQANNYPFTFGQGTKLEIK

Ejemplo 10: Dependencia del complemento de la eliminacion de amiloide por el anticuerpo anti-SAP.

Se investigd la funcidon del complemento en la eliminacion de amiloide por anticuerpos anti-SAP comparando la
eficacia del tratamiento entre ratones carentes de complemento y animales normales no carentes de complemento.
La delecién diana del gen para C1q bloquea la activacion de la ruta clasica del complemento, que se inicia por la
union de C1q a complejos antigeno- anticuerpo, aunque la activacion de C3, la etapa funcional principal
responsable de la quimiotaxis y opsonizacion, las principales funciones bioldgicas del complemento, ain puede
realizarse mediante las rutas alternativa y de lecitina asi como por escision directa de C3 mediante serina
proteinasas del complemento. La delecién diana del gen para C3 anula completamente estas funciones.

Induccién de amiloidosis AA

En dos grupos de ratones carentes de complemento: ratones con C3 suprimido (n=14) y ratones con C1q
suprimido (n=12) y en 15 ratones silvestres, se indujo y se confirmé amiloidosis AA. Todos los ratones eran de
linea pura C57BL/6. Cada ratdn recibié una sola dosis de factor amplificador amiloide, un extracto de tejido
amiloidotico que contiene fibrillas amiloides (Baltz y col, (1986) Plenum Press, New York, pags. 115-121), por
inyeccion intravenosa seguido de 4 dias mas tarde por 10 inyecciones diarias subcutaneas de caseina al 10% p/v
en solucion en NaHCO3; 0,1 M administradas durante un periodo de 12 dias (Botto y col, (1997) Nature Med., 3:
855-859). La caseina provoca inflamacién aguda persistente y un aumento prolongado de la produccion de
proteina A amiloide en suero (AAS) lo que conduce a una deposicion amiloide de AA en todos los animales. Siete
dias después de la Ultima inyeccion de caseina, se introdujo Kl en el agua potable de todos los ratones y tres dias
después cada raton recibié una inyeccion intravenosa de una dosis convencional de SAP humano marcado con 129
(Hawkins y col, (1990) J. Clin. Invest., 86: 1862-1 869 y Hawkins y col, (1988) J. Exp. Med., 167: 903-913). Todos
los ratones se sometieron a recuento completo del cuerpo 24 h y 48 h después de la inyeccion rastreadora para
determinar la retenciéon de radioactividad, un, |nd|ce exacto de la carga am|I0|de de todo el cuerpo. Diez dias
después de la inyeccion rastreadora de SAP-' | todos los ratones se “cargaron” con SAP humano mediante una
sola inyeccion intraperitoneal de 10 mg por ratén de SAP humano puro asilado. EI SAP humano inyectado en
ratones amiloidéticos se localiza en los depdsitos amiloides y alli persiste con una semivida de aproximadamente
3-4 dias mientras que cualquier SAP humano no unido a amiloide se elimina de la circulaciéon con una semivida de
aproximade)xmente 3-4 horas (Hawkins y col, (1988) J. Exp. Med, 167: 903-913 and Pepys y col, (2002) Nature, 41
7: 254-259).

La tincién inmunohistoquimica con anticuerpo anti-SAP humano en el bazo de un ratén amiloidético después de la
inyeccion de SAP humano puro aislado muestra que hay una fuerte tincion positiva de todos los depdsitos
amiloides en su distribucion en la zona marginal tipica. Este SAP humano unido es la diana del anticuerpo anti-SAP
terapéutico de acuerdo con la presente invencion.

Tratamiento con anti-SAP

Tres dias después de la inyeccion con SAP humano, cuando el SAP humano ya no era detectable en la circulacion,
todos los ratones excepto dos en cada uno de los grupos carentes de complemento recibieron una sola inyeccion
intraperitoneal de 1 ml de la fraccion de IgG completa (lote n° 2866) de antisuero anti-SAP humano de cabra
monoespecifico a 50 mg/ml en solucién en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia 7 mg/ml de
anticuerpo anti-SAP real. El antisuero se produjo en The Binding Site Ltd, Birmingham, Reino Unido, usando SAP
humano (estrictamente purificado al 100% en el Centro Universitario del Colegio de Londres para Amiloidosis y
Proteinas de Fase Aguda) y procedimientos de inmunizacion adecuados. A continuacion, todos los animales se
sacrificaron 15 dias después de la administracion de anti-SAP para efectuar un calculo histolégico de la carga
amiloide mediante tincion con rojo Congo alcalino alcohdlico (Puchtler, H., Sweat, F. and Levine, M. (1962) On the
binding of Congo red by amyloid. J. Histochem. Cytochem., 10: 355-364). Uno o mas analistas expertos
examinaron independientemente, sin conocer el tratamiento que cada ratén habia recibido, las secciones de bazo y
de higado, tefiidas con rojo Congo, de todos los animales, y puntuaron la cantidad de amiloide presente, como se
ha indicado anteriormente (Botto y col, (1997) Nature Med., 3: 855-859). Las puntuaciones de 1-5 representan
aproximadamente una escala, de log de base 10, que varia de 1, que corresponde a una o dos motitas de amiloide
entre varias secciones de un drgano particular, a 5, que corresponde a abundantes depositos extendidos que
comprenden aproximadamente 10.000 veces mas amiloide que el grado 1 (Botto y col, (1997) Nature Med., 3: 855-
859). Las puntuaciones de los diferentes analistas fueron siempre muy coincidentes aunque algunos analistas
también usaron puntuaciones intermedias de 5. La media aritmética de las puntuaciones de todos los analistas
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para cada 6rgano en cada animal se us6 para analisis estadisticos.
Resultados

En contraste notable con la eliminacion eficaz de depdsitos amiloides en ratones de tipo silvestre no carentes de
complemento, en los dos grupos de animales carentes de complemento aun habia abundante amiloide aunque con
tendencia a tener un aspecto mas fragmentado que en los dos ratones de control de cada tipo carentes de
complemento. Las puntuaciones media, intervalo, de amiloide esplénico eran: tipo silvestre, 1,17, 0,0-1,5, n=15;
ratones con C3 suprimido, 1,92, 1,17-4,33, n=12; ratones con C1q suprimido, 1,25, 1,17-3,5, n=10 (ANOVA no
paramétrico de Kruskal-Wallis, P<0,001). Las diferencias entre los controles de tipo silvestre y los dos grupos
carentes de complemento fueron significativas, P<0,001 para los ratones con C3 suprimido y P=0,036 (con la
correccion de Bonferroni para comparaciones multiples) para los ratones con C1q suprimido, pero la diferencia
entre los ratones con C3 y C1q suprimidos no fue significativa, P=0,314 (ensayos de U de Mann-Whitney).

Discusién

El tratamiento con anti-SAP, en los ratones carentes de C1g o C3, no elimind los depdsitos amiloides de manera
tan eficaz como en los ratones de tipo silvestre no carentes de complemento. La eficacia terapéutica del anti-SAP
es por tanto sustancialmente muy dependiente del complemento y no esta mediada solo por la unién al anticuerpo
IgG que, en teoria, podria acoplar células fagociticas mediante sus receptores Fc(y). Sin embargo el aspecto mas
fragmentado de los depdsitos amiloides persistentes en los ratones carentes de complemento sugiere al menos
algun efecto del anticuerpo en solitario. Ademas la tendencia a una mayor eliminacion en animales carentes de
C1qg en comparacion con animales carentes de C3 sugiere que la activacion de C3 es critica y que en ausencia de
C1q puede producirse alguna activacion del complemento.

Ejemplo 11: Requisito para el anticuerpo anti-SAP de IgG intacto

La activacion del complemento por el anticuerpo IgG requiere la molécula intacta completa, incluyendo la regién Fc
y se produce mediante la ruta clasica iniciada por la unién de C1q. Sin embargo, en algunos sistemas anticuerpo-
antigeno, el fragmento F(ab), puede mediar la activacion del complemento mediante la ruta alternativa. Con objeto
de confirmar la dependencia del complemento de la eliminacion amiloide por el anticuerpo anti-SAP y de investigar
el requisito posible para la region Fc del anticuerpo, se ensayo el efecto de F(ab), del anticuerpo anti-SAP que se
produjo por escision con pepsina, a un pH de 4,0, de la fraccion de IgG del antisuero anti-SAP humano policlonal
de cabra (lote 2866) y se purificdé mediante procedimientos convencionales.

Induccién y tratamiento de amiloidosis AA

En ratones de tipo silvestre C57BL/6, se indujo y se confirmd amiloidosis AA, como se detalla en el Ejemplo 10
anterior. Después de cargar los depésitos amiloides con SAP humano, como también se detalla en el Ejemplo 10,
se trataron grupos de ratones con la fraccion de IgG completa del antisuero anti-SAP humano policlonal de cabra,
solo con vehiculo tampon o con el fragmento F(ab); de la fraccion de IgG. La dosis de actividad de anticuerpo anti-
SAP inyectada fue de 7,28 mg por raton que recibia F(ab).y 7 mg (50 mg de IgG total como habitual) por raton que
recibia IgG completa Todos los ratones se sacrificaron 14 dias después para calcular la carga amiloide por tincion
con rojo Congo.

Resultados

La eliminacién de los depésitos amiloides era casi completa en ratones que habian recibido anticuerpo anti-SAP de
IgG en comparacion con los depodsitos amiloides masivos en los ratones de control que habian recibido solo
vehiculo. Los ratones que habian recibido F(ab), tenian menos amiloide que los controles no tratados, pero aun
sustancialmente mas que los ratones tratados con anti-anticuerpo SAP de IgG completa (Tabla 9).

Tabla 9. Eficacia reducida de F(ab). de anti-SAP en comparaciéon con el anticuerpo de IgG intacta en la
eliminacion de depésitos amiloides.

Grupo (tratamiento, tamafo del grupo) Puntuaciéon amiloide media, intervalo
Bazo Higado
1 (sin anticuerpo, n=10) 4.0, 4,0-4,33 3,5,2,67-4,67
2 (anticuerpo anti-SAP de IgG, n=8) 1,0, 1,0-3,677 1,25, 1,0-1,5
3 (F(ab), del anticuerpo anti-SAP, n=5) 2,17, 1,33-3,0 1,67, 1,33-1,67

Ensayo de Kruskal-Wallis: bazo, P<0,001; higado P<0,001

Ensayos de Mann-Whitney**: 1 frente a 2, bazo e higado, P<0,001; 1 frente a 3, bazo e higado,
P=0,001; 2 frente a 3, bazo, P=0,284; higado, P=0,019

* Unico valor atipico en el grupo 2 con intenso amiloide esplénico a pesar del tratamiento anti-SAP de
IgG. Sin tener en cuenta este animal, existe una diferencia muy significativa entre la eficacia del
tratamiento con el anticuerpo anti-SAP de IgG y F(ab),. **Debido a las comparaciones multiples, se
necesita un valor significativo de P de 0,01 o inferior.

Discusién

La dosis molar de F(ab). del anticuerpo anti-SAP usada en este estudio era aproximadamente un tercio superior a la
del anticuerpo de IgG, debido al peso molecular mas bajo del fragmento F(ab). en comparacion con la IgG completa.
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Para un efecto éptimo en la eliminacién amiloide se necesita Fc. Esto no se debe a la implicacién directa del
reconocimiento celular por los receptores de Fc(y) ya que la IgG completa era incluso menos eficaz en ratones
carentes de complemento a como lo era F(ab), en ratones no carentes de complemento. Esto probablemente es
porque la dosis elevada de F(ab), que se administré pudo activar cierto complemento mediante la ruta alternativa.

Ejemplo 12: Necesidad de macrofagos

Estudios histoldgicos e histoquimicas descritos en el documento US 2009/0191196 muestran que las células que
infiltran, envuelven y fagocitan los depdsitos amiloides en ratones tratados con anticuerpo anti-SAP son macroéfagos.
Con objeto de confirmar que los macréfagos son ciertamente los responsables de la eliminacion del amiloide, se
ensayo el efecto del tratamiento con la fraccion IgG completa del antisuero anti-SAP humano policlonal de cabra
(lote 2866) en ratones en los que se habia inhibido toda la actividad de macréfagos por administracion de clodronato
liposomal. Los reactivos, protocolo experimental y efectos en la funcion de macréfagos del clodronato liposomal
estan bien establecidos y ampliamente documentados (Van Rooijen y col, (2002) J. Liposome Research. Vol. 12.
Pags. 81-94).

Induccién y tratamiento de amiloidosis AA

Después de la induccién y confirmacion de amiloidosis AA en ratones de tipo silvestre, usando el protocolo detallado
en el Ejemplo 10 anterior, todos los animales recibieron una sola dosis intraperitoneal de 10 mg de SAP humano
puro aislado para cargar sus depdsitos con SAP humano. Inmediatamente después, los grupos de ensayo recibieron
0,3 ml de clodronato liposomal por via intraperitoneal y los dias 2, 7 y 14 posteriores. Un grupo de control y el grupo
de ensayo recibieron una sola dosis intraperitoneal de 50 mg de la fraccién de IgG de antisuero anti-SAP humano de
cabra el dia 3 después de la inyeccion de SAP humano. Un segundo grupo de control no recibié ni anti-SAP ni
ningun otro tratamiento adicional. Todos los ratones se sacrificaron para calcular la carga amiloide por tinciéon con
rojo Congo 14 dias después de la administracion del anti-SAP en los grupos de ensayo y de control con anticuerpo.

Resultados

El tratamiento con anti-SAP produjo eliminacion casi completa de depdsitos amiloides en comparacion con el grupo
que no recibid el anticuerpo. Sin embargo, en ratones que recibieron el clodronato liposomal en un régimen conocido
para anular completamente la funcion de macroéfagos, no hubo eliminacion de depdsitos amiloides (Tabla 10).

Tabla 10. La reduccion de macréfagos inhibe la eliminacion de depodsitos amiloides por el anticuerpo anti-
P.

Grupo (tratamiento, tamafo del grupo) Puntuacién amiloide media, intervalo
Bazo Higado
1 (clodronato mas anti-SAP, n=13) 483,2,0-5,0 3,17,2,0-3,5
2 (solo anti-SAP, n=12) 1,33,0,67-3,5 1,0,0,67-2,5
3 (sin tratamiento, n=12) 40,3545 2,83, 1,0-3,17

Ensayo de Kruskal-Wallis: bazo, P<0,001; higado P<0,001
Ensayos de Mann-Whitney con correccion de Bonferroni: 1 frente a 2: bazo e higado, P<0,003; 1 frente a 3: bazo,
P=0,078; higado P=0,411; 2 frente a 3, bazo e higado P<0,003

Discusién

El resultado en este experimento particular confirmé que la funcién de macrofagos es necesaria para la eliminacion
de depdsitos amiloides por el anticuerpo anti-SAP humano.

Ejemplo 13: Eficacia del anticuerpo anti-SAP humano monoclonal de ratén, SAP-E, en la eliminacion de
depodsitos amiloides AA sistémicos en raton.

Se investigo la capacidad de diversos anticuerpos monoclonales para mediar la eliminacién de depdsitos amiloides
AA murinos que contenian SAP humano en comparacion con el anticuerpo anti-SAP humano policlonal de oveja
convencional como un control positivo.

Induccién de amiloidosis AA y tratamiento

Se crearon ratones transgénicos C57BL/6 con SAP suprimido, para SAP humano cruzando animales de linea pura
C57BL/6 en los que el gen SAP de los ratones se habia delecionado (Botto y col, (1997) Nature Med., 3: 855-859)
llevando los ratones C57BL/6 un transgén SAP humano (Yamamura y col, (1993) Mol. Reprod. Dev., 36: 248-250 y
Gillmore y col, (2004) Immunology, 112: 255-264). Por tanto, estos ratones carecen de SAP de raton pero expresan
SAP humano a concentraciones significativamente superiores que las observadas en seres humanos. En los ratones
transgénicos con SAP de ratén suprimido para SAP humano, se indujo amiloidosis AA sistémica, como se describe
en el Ejemplo 10, y 9 dias despues de la inyeccion final de caseina en los ratones, se confirmé la presencia y el
grado de la deposicién amiloide como de costumbre por recuento corngral completo de amiloide después de la
inyeccion de una dosis rastreadora de SAP humano marcado con “’l. Todos los ratones tenian cantidades
sustanciales y comparables de amiloide y se distribuyeron en grupos estrechamente emparejados para recibir los
diferentes tratamientos. Una semana después de la inyeccion rastreadora, cada raton recibié una sola dosis de 5 mg
de CPHPC por inyeccion intraperitoneal, para reducir su SAP humano circulante, seguido de 5 horas después
mediante la misma ruta por la fraccién de IgG de anti-SAP humano policlonal de oveja convencional (lote 2866, 1 ml
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a 50 mg/ml de proteina total que contenia 7 mg/ml de anticuerpo anti-SAP humano) o 5 mg de uno de nueve
diferentes anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales puros aislados (Tabla 11). Todos los ratones se sacrificaron
21 dias después de la inyeccion del anticuerpo y se determiné la carga amiloide por histologia con rojo Congo de
sus bazos.

Tabla 11. Presencia de amiloide en bazo de ratones con amiloidosis AA sistémica después del tratamiento
con CPHPC y diversos anticuerpos anti-SAP humanos.

Tratamiento con anticuerpo | Isotipo del anticuerpo | Puntuacion amiloide media, intervalo
sin tratamiento 3,35
policlonal NA 1,11
SAP-A monoclonal 1gG1 3,2-4
SAP-B monoclonal IgG2a 3,24
SAP-C monoclonal IgG1 4, 2-4
SAP-D monoclonal (n=1) 1gG1 4
SAP-E monoclonal IgG2a 1,11
SAP-F monoclonal (n=1) IgG1 2
SAP-G monoclonal 1gG1 3,2-4

Entre los anticuerpos monoclonales ensayados, solamente SAP-E produjo eliminacién de los depdsitos amiloides
pero su efecto era el mismo que el de la funcion altamente reproductible y drastica del anticuerpo policlonal de oveja.
Cabe destacar que SAP-E es del isotipo IgG2a de ratén que se sabe que activa el complemento del ratén mientras
que los otros monoclonales, excepto SAP-B, eran del isotipo IgG1 de ratén no activadores del complemento. Aunque
SAP-B es un isotipo de IgG2a de ratdn, su unidon a SAP in vitro fue notablemente inferior que la de SAP-E y
evidentemente no fue suficiente para ser eficaz in vivo.

Discusién

Estos resultados demuestran que un anticuerpo anti-SAP humano monoclonal de IgG2a de ratén, con suficiente
avidez, activador del complemento, media la eliminacién amiloide in vivo de manera tan eficaz como el anticuerpo
anti-SAP humano policlonal de oveja.

Ejemplo 14: Caracterizacion comparativa de anticuerpos anti-SAP humano de ratéon monoclonales, SAP-K y
SAP-E, in vitro.

Se selecciond SAP-K de entre los 6 monoclonales de IgG2a diferentes de raton, de mayor avidez, derivado por
técnicas convencionales de inmunizacion con SAP humano purificado y una fusion convencional para producir
hibridomas que se clonaron por procedimientos rutinarios. Entre estos anticuerpos 1gG2a, SAP-K, mostr6 la mayor
union a SAP humano inmovilizado. Sea cual fuera el caso de si el SAP humano se habia inmovilizado directamente
sobre superficies plasticas por adherencia no especifica o por unién covalente o mediante la unién, dependiente del
calcio especifica, de SAP a ligandos inmovilizados, ya sea a fibrillas amiloides o a la pequefia molécula de ligando,
fosfoetanolamina. SAP-K también se uni6 bien a SAP directamente inmovilizado en presencia o ausencia de calcio y
si SAP habia formado anteriormente complejos con CPHPC y después “fijado” de manera covalente en el complejo
SAP-CPHPC decamérico (Pepys, M.B. y col (2002) Targeted pharmacological depletion of serum amyloid P
component for treatment of human amyloidosis. Nature, 417: 254-259; Kolstoe, S.E. y col (2009) Molecular
dissection of Alzheimer's disease neuropathology by depletion of serum amyloid P component. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 106: 7619-7623). SAP-E también se unio bien al SAP humano en todas estas configuraciones diferentes. Sin
embargo los dos anticuerpos difieren significativamente en que SAP-K se unié mucho mas que SAP-E cuando SAP
humano estaba solo escasamente disponible, por ejemplo cuando las placas se expusieron solo a 1 ug/ml de SAP
humano por recubrimiento, mientras que cuando habia mas abundancia de SAP inmovilizado, por ejemplo cuando la
solucion de recubrimiento contenia 100 ug/ml de SAP, entonces habia mas union de SAP-E que de SAP-K. Esta
diferencia sugiere que SAP-E se une Optimamente cuando mas de una molécula de SAP se encuentra
estrechamente asociada con otra mientras que SAP-K se une avidamente a moléculas de SAP individuales aisladas.
Este mecanismo se basa en el hallazgo de que cuando SAP humano se inmovilizdé por captura en placas recubiertas
con anti-SAP humano de oveja policlonal (lote 2866), que proporciona pares de moleculas de SAP sostenidas
estrechamente entre si en los dos brazos de cada molécula de anticuerpo IgG de oveja, SAP-E se une mejor que
SAP-K a todos los niveles de aporte de SAP humano (Figura 7).

La Figura 7 muestra un ensayo inmunorradiométrico para la unién de anticuerpos de raton monoclonales a SAP
humano capturados por el anticuerpo anti-SAP humano policlonal de oveja inmovilizado. Sustancialmente a todas
las concentraciones de SAP humano ofrecidas se une mas SAP-E que SAP-K. Cada punto es la media de 3
repeticiones.

Cabe destacar que, tanto SAP-E como SAP-K se unieron aparentemente igual de bien a SAP humano original,
mostrado por inmunoprecipitacion similar de los dos anticuerpos en inmunodifusion doble en gel de agarosa frente a
SAP humano puro aislado y suero humano completo. La unién similar de estos dos anticuerpos monoclonales de
raton se reflejo en los parametros similares medidos en el instrumento Biacore (BlAcoreX, Pharmacia Biosensor AB,
Uppsala, Suecia) usando SAP humano inmovilizado de manera covalente en la microplaca (Tabla 12).
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Tabla 12. Afinidad de anticuerpos monoclonales para SAP humano determinada por Biacore
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ka(M7s™) ka(s™) Ko (M)
SAP-E 2+5x 107 6+4x10° 5+4x107
SAP-K 3,18+ 5x 107 1,7£0,9x 107 1+£1,7x107
Los valores observados son la media y la DT de 3 mediciones repetidas

Sin embargo, aunque los dos anticuerpos se unen a SAP humano nativo en transferencia de western después de
electroforesis en gel de agarosa en tampones fisioldgicos, solamente SAP-E se une a SAP humano en transferencia
de western de SDS-PAGE reducida. Por tanto, SAP-E reconoce al SAP humano desnaturalizado mientras que SAP-
K solamente reconoce al SAP humano original y debe unirse a un epitope conformacional.

La digestion de SAP humano con CNBr da como resultado la escision entre 159M y 160W danto como resultado un
nuevo péptido en el que la posicion 159 se ha convertido de metionina a homoserina lactona (denominada 150-158-
homoserina lactona). En una transferencia de western de SDS-PAGE, SAP-E unido al extremo N del polipéptido 1-
158-homoserina lactona se eliminé por escisiéon de SAP con CNBr en el resto Met159, que apenas reacciono con el
fragmento 1-140 eliminado por digestion con quimiotripsina en ausencia de calcio (Figura 8). El epitopo reconocido
por SAP-E debe por lo tanto estar en la region 140-158 que evidentemente comprende alguna estructura secundaria
resistente a la desnaturalizacion ya los péptidos 136-147, 138-149, 140-151 y 112-119, en solucién, no inhiben
posiblemente la union de SAP-E. Esto concuerda con la estabilidad y resistencia cinética a la desnaturalizacion de
SAP (Manning, M. and Coldn, W. (2004) Biochemistry, 43: 11248-11254).

La Figura 8 muestra el mapeo epitdpico para el anticuerpo anti-SAP humano monoclonal, SAP-E. A, secuencia
completa de aminoacidos de SAP humano mostrando los puntos en los cuales este se escinde por CNBr en TFA al
70% (resto 159M) y por quimiotripsina, sin reduccion/carbamidometilacién, en bicarbonato de amonio en ausencia
de calcio, (restos 140Y y 144F). B, analisis SDS-PAGE de SAP escindido con CNBr. Panel izquierdo: Tincién con
azul de Coomassie; carril 1, SAP de control no tratado; carril 2, SAP después de la escisién con CNBr, mostrando un
promotor intacto no escindido residual traza y los fragmentos esperados de aproximadamente 20 kD (restos 1-158-
homoserina-lactona) y 5kD (160-204) respectivamente. Esto se confirmo6 exactamente por espectrometria de masas.
Panel derecho: transferencia de Western con 5 tinciones intensas de SAP de SAP no tratado intacto en los carriles 1
(cargado con 100 ng) y 2 (10 ng), y también SAP intacto residual y el fragmento del resto mas largo de 1-158-
homoserina-lactona en SAP escindido por CNBr en los carriles 3 (600 ng), 4 (130 ng) y 5 (64 ng). El carril 6 contenia
CRP humana aislada pura con la que no reacciono ninguno de los 5-SAP. C, analisis SDS-PAGE de SAP digerido
con quimiotripsina. Panel izquierdo: Tincién con azul de Coomassie; carril 1, SAP de control no tratado; carril 2, SAP
después de la digestion con quimiotripsina, mostrando los fragmentos principales esperados correspondientes a los
restos 1-140 y 145-204. Esto se confirmé exactamente por espectrometria de masas. Panel derecho: transferencia
de Western con SAP-E mostrando tincién intensa de SAP no tratado intacto en los carriles 1 (cargados con 500 ng)
y 2 (100 ng), y también SAP intacto residual en los carriles 3 y 4 que contenian SAP digerido con quimiotripsina a
diferentes cargas. Solo se observd una unién muy débil de SAP-E al resto del fragmento 1-140 en el carril 3 que
estaba mas fuertemente cargado. Los carriles 5 (500 ng) y 6 (100 ng) contenian CRP humana pura aislada con la
que SAP-E no reaccioné del todo. D, Comparacion de secuencia entre SAP humano (h) y SAP de ratén (m) para los
restos 136-147. Panel superior, diferencias indicadas anteriormente por restos mostrados en negrita en la secuencia
murina. Panel inferior, posicién de este bucle extendido con 140Y en su apice mostrando en blanco la estructura
subunitaria en 3D de SAP humano. Los restos diferentes en la secuencia murina se muestran en negrita. Las
esferas en gris representan los atomos de calcio unidos en la cavidad de unién al ligando.

El epitope conformacional reconocido por SAP-K se identifico por tecnologia CLIPS® de mapeo epitépico (Pepscan
Presto BV) y el bucle periférico expuesto, restos 121-131, en la circunferencia de la molécula de SAP original
pentamérica de tipo disco.

La Figura 9 muestra la localizacién de los epitopes en el SAP humano reconocidos por SAP-K (A, destacado en
negrita, como se determina mediante tecnologia CLIPS®) y SAP-E (B, mostrado en blanco, 140-158 como se
determina por los resultados de unién con el producto de escision CNBr de SAP y el fragmento eliminado por
digestion con quimiotripsina en ausencia de calcio).

Ejemplo 15: Eficacia de anticuerpo anti SAP humano monoclonal de ratén SAP-K en la eliminaciéon de
depoésitos amiloides in vivo en el modelo de amiloidosis AA de ratén.

Se comparé la fuerza de SAP-K con la accién del anticuerpo policlonal de oveja convencional en la eliminacion de
depdsitos amiloides AA sistémicos establecidos en ratones.

Induccién de amiloidosis AA y tratamiento

Se indujo y se confirmé la amiloidosis AA en ratones C57BL/6 silvestres como se ha detallado en el Ejemplo 10
anterior. Después de cargar los depdsitos amiloides con SAP humano, también detallado en el Ejemplo 10, se
trataron grupos de ratones con 50 mg de IgG total por ratén como la fraccién de IgG completa (lote 2866) del
antisuero anti-SAP humano policlonal de oveja proporcionando una dosis de 7 mg de anticuerpo anti-SAP real, SAP-
K purificado aislado a una dosis de 5 mg por raton, SAP-K purificado aislado a una dosis de 1 mg por ratéon y como
un control negativo, anticuerpo IgG2a de raton monoclonal purificado aislado especifico para un antigeno humano
no relacionado y que no reacciona ni con SAP humano ni con ningin antigeno murino. Todos los ratones se
sacrificaron 17 dias después para calcular la carga amiloide por tincién con rojo Congo.

Resultados
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Los ratones tratados con 5 mg de SAP-K mostraron la misma notable eliminacion de depdsitos amiloides esplénicos
y hepaticos como se observa con la dosis de 7 mg de anticuerpo policlonal de oveja. Solamente motitas de amiloide
permanecieron en los bazos de los ratones tratados y no se detectd ninguna de estas en la mayoria de los higados,
lo que contrasta fuertemente con los extensos depdsitos amiloides esplénicos y hepaticos en todos los animales que
recibieron el anticuerpo IgG2a de ratén de control irrelevante (Tabla 13). Con dosis mas bajas de 1 mg, 0,5 mgy 0,1
mg (datos no mostrados para 0,5 mg y 0,1 mg) de SAP-K por raton, no hubo efecto significativo.

Tabla 13. Efecto del anticuerpo anti-SAP humano de IgG2a de ratén monoclonal en depésitos amiloides
viscerales en ratones con amiloidosis AA sistémica.

Puntuacion amiloide media, intervalo
Grupo (tratamiento, tamario del grupo) Bazo Higado
1 (IgG2a de ratén control negativo, n=8) 4,08, 1,5-4,50 2,42, 2,0-2,67

2 (7 mg de anticuerpo anti-SAP humano de IgG 1,17, 1,0-1,5 1,0, 0,67-1,17
policlonal de oveja, n=5)
3 (1 mg de anticuerpo anti-SAP humano de IgG2a 3,5,2,83-4,5 1,83, 1,0-2,83
de ratén monoclonal, SAP-K, n=10)
4 (5 mg de anticuerpo anti-SAP humano de 1,25, 1,0-2,0 1,0, 1,0-1,33

IgG2a de ratén monoclonal, SAP-K, n=10)

Ensayo de Kruskal-Wallis: bazo, P<0,001; higado P,0,001

Ensayos de Mann-Whitney*: 1 frente a 2, bazo, P<0,002; higado, P=0,002; 1 frente a 3, bazo, P=0,173; higado,
P=0,083; 1 frente a 4, bazo, P<0,001; higado, P<0,001; 2 frente a 3, higado, P=0,0001; higado, P=0,019; 2 frente a
4, bazo, P=0,513; higado, P=0,768; 3 frente a 4, bazo, P<0,001; higado, P=0,004. *Debido a las multiples
comparaciones, se necesita un valor significativo de P de 0,01 o inferior.

Discusién

Estos resultados demuestran la eficacia en la eliminacion de depédsitos amiloides in vivo de un anticuerpo anti-SAP
humano monoclonal del isotipo IgG2a de raton activador del complemento, que reconoce especificamente un
epitope conformacional. Por tanto, los anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales, para su uso de acuerdo con la
presente invencion, pueden dirigirse predominantemente a epitopes de secuencia, tales como el anticuerpo SAP-E o
a epitopes completamente conformacionales, tales como SAP-K.

Ejemplo 16: Comparacion de la eficacia de SAP-E y SA-K en la eliminacion de depédsitos amiloides AA
sistémicos en ratones y calculo de concentraciones de anticuerpo anti-SAP en plasma.

Induccién de amiloidosis AA y tratamiento

Se indujo y se confirmé la amiloidosis AA en ratones C57BL/6 silvestres como se ha detallado en el Ejemplo 10
anterior. Después de cargar los depdsitos amiloides con SAP humano, también detallado en el Ejemplo 10, se
trataron grupos de ratones con 3 mg y 1 mg por ratén de los dos diferentes anticuerpos. Un grupo de control, en el
que también se indujo amiloide, recibié solo PBS en lugar de anticuerpo y a los otros dos grupos se les proporciono
la dosis eficaz conocida de 5 mg/raton de cada anticuerpo. A todos los ratones se les extrajo sangre para ensayar el
anticuerpo anti-SAP circulante los dias 1, 5y 15 después de la dosificacion con el anticuerpo y todos se sacrificaron
el dia 21 para calcular la carga amiloide por tincion con rojo Congo. Todos los sueros se ensayaron para determinar
la actividad anti-SAP usando un fuerte ensayo inmunorradiométrico normalizado con SAP-E y SAP-K purificados
respectivamente, afadidos a concentraciones conocidas en suero de ratén normal.

Resultados

Cuatro expertos analistas independientes, que desconocian la identidad de cada tejido examinado, puntuaron la
carga amiloide. Las puntuaciones de todos los analistas fueron, como de costumbre muy coincidentes y para el
analisis estadistico, se sumaron las puntuaciones totales de todos los analistas del bazo e higado de cada raton. Los
dos anticuerpos fueron eficaces, como se ha demostrado anteriormente, y hubo un claro efecto dependiente de la
dosis aunque SAP-E fue aparentemente mas fuerte que SAP-K a dosis inferiores.

Tabla 14. Comparacion de la fuerza entre SAP-E y SAP-4 en la eliminacion de depodsitos amiloides AA
viscerales

Grupo Puntuacion amiloide, bazo mas higado
(tratamiento, n° de raton) media, intervalo

C (control negativo, solo PBS) 6,81, 4,25-8,0
K5 (5 mg de SAP-K, n=5) 2,25,2,25-2,5
K3 (3 mg de SAP-K, n=10) 2,81,2,0-4,25
K1 (1 mg de SAP-K, n=10) 5,63, 4,0-6,5
E5 (5 mg de SAP-E, n=5) 2,0, 1,5-2,38
E3 (3 mg de SAP-E, n=10) 2,5,2,0-50

ET (1 mg de SAP-E, n=10) 3,38, 2,5-5,63

Ensayo de Kruskal-Wallis: P<0,001

Ensayos de Mann-Whitney*: K5 frente a E5 P=0,095; K3 frente a E3, P=0,684; K1 frente a E1, P=0,001;
K5 frente a K3, P=0,594; K5 frente a K1, P=0,001; K3 frente a K1, P<0,001; E5 frente a E3, P=0,008; E5
frente a E1, P=0,001; E3 frente a E1, P=0,004; K5 frente a C, P=0,001; E5 frente a C, P=0,001; K3 frente
a C, P<0,001; E3 frente a C, P<0,001; K1 frente a C, P=0,043; E1 frente a C, P<0,001. *Debido a las
multiples comparaciones, se necesita un valor significativo de P de 0,01 o inferior
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Las concentraciones de actividad del anticuerpo anti-SAP circulante fueron fuerte y sistematicamente dependientes
después de la Unica dosis administrada a todos los animales, exceptuando un solo individuo aislado en cada uno de
los grupos de dosis inferior. Generalmente, después de una dosis de 1 mg por ratén, en la mayoria de los ratones no
pudo detectarse nada por encima del fondo incluso el dia 1. Sin embargo, después de la dosis de 5 mg a los 15 dias
aun habia anticuerpo abundante y después de 3 mg la mayoria de los ratones tenian anticuerpo circulante el dia 5
pero poco después de 15 dias (Tabla 15). No hubo diferencias significativas entre los patrones para SAP-E y SAP-K.

Tabla15. Concentracion en suero del anticuerpo anti-SAP después de una sola dosis intraperitoneal.

Concentracion de anti-SAP después de la dosificacion media,
intervalo (ug/ml)*

Grupo (dosis de anticuerpo anti-SAP) 1 dia 5 dias 15 dias
K5 (5 mg de SAP-K) 950, 840-1200 400, 300-480 45, 25-90
E5 (5 mg de SAP-E) 1000, 800-1500 600, 360-700 80, 15-113
K3 (3 mg de SAP-K) 240, 50-600 40, 8-280 8, 6-30
E3 (3 mg de SAP-E) 275, 4-480 48, 0-240 4, 2-68
K1 (1 mg de SAP-K) 7,7-90 6, 5-38 4, 2-9
E1 (1 mg de SAP-E) 7, 6-280 7,6-120 5, 3-12
C (solamente PBS) 5, 5-7 5, 5-13 5, 5-16

*Las concentraciones apreciables del anticuerpo anti-SAP por debajo de 17 ug/ml

son de fondo para el ensayo y no representan actividad genuina.

Discusién

En un estudio comparativo directo hubo pruebas coherentes de que SAP-E era ligera aunque significativamente mas
fuerte que SAP-K. Después de la administracion de 1 mg por ratén la actividad de anticuerpo anti-SAP no circulante
era detectable un dia después, teniendo evidentemente todo localizado en el SAP humano dentro de los depdsitos
amiloides. Después de la dosis de 3 mg habia abundante anti-SAP en la circulacion el dia 1 y todavia habia el dia 5.
Después de 5 mg por ratdn todavia habia una concentracion significativa de anti-SAP en la sangre después de 15
dias. Estas observaciones sugieren que para inducir la eliminacién amiloide pueden ser suficientes dosis pequefias
repetidas del anticuerpo anti-SAP.

Ejemplo 17: Comparacion de la eficacia de SAP-E y SAP-K a dosis bajas en la eliminacion de depositos
amiloides AA sistémicos en ratones

Induccién de amiloidosis AA y tratamiento

Se indujo y se confirmé la amiloidosis AA en ratones C57BL/6 silvestres como se ha detallado en el Ejemplo 10
anterior. Después cargar los depositos amiloides con SAP humano, también detallado en el Ejemplo 10, se trataron
grupos de ratones (n=10 cada uno) con dosis Unicas de 0,5 mg y 1 mg por ratén de los dos anticuerpos diferentes, o
6 dosis repetidas de 0,15 mg, proporcionadas a intervalos de 3 o 4 dias. Un grupo de control (n=9), en el que
también se indujo amiloide, solo recibié PBS en lugar de anticuerpo y dos grupos mas (n=3 cada uno) recibieron la
dosis eficaz conocida de 5 mg/ratén de cada anticuerpo. Todos se sacrificaron el dia 25 para calcular la carga
amiloide por tincién con rojo de Congo.

Resultados

Las dosis bajas, incluyendo la dosis muy baja repetida, mostraron eficacia significativa en cuanto a la reduccion de la
carga amiloide, especialmente en el higado, de nuevo SAP-E fue aparentemente mas fuerte que SAP-K.

Tabla 16. Comparacion de fuerza entre dosis bajas de SAP-E y SAP-K en cuanto a la eliminacion de
depodsitos amiloides AA viscerales

Puntuacion amiloide, (media, intervalo)
Grupo Bazo Higado

C, control negativo solo PBS 4.5, 4,0-4,75 3,25, 2,0-4,0
E1, 1 mg de SAP-E 1,25, 1,0-4,25 1,0, 0,5-1,25
EO,5, 0,5 mg de SAP-E 4,75, 1,0-5,0 1,0, 0,5-3,5
Erep, 6x0,15 mg de SAP-E ,5,2,0-4,5 0,5, 0,0-3,25

K1, 1 mg de SAP-K 4,13, 1,0-5,0 1,0, 0,0-4,0
K0,5, 0,5 mg de SAP-K 4,25, 1,75-4,5 1,13, 0,0-2,75
Krep, 6x0,15 mg de SAP-K 4,38, 1,5-4,75 1,0, 0,0-2,25

Ensayo de Kruskal-Wallis: bazo, P<0,001; higado, P=0,001

Ensayos de Mann-Whitney*: E1 frente a C: bazo, P<0,001; higado, P<0,001; EO,5 frente a C: bazo, P=0,604; higado
P=0,004; Erep frente a C: bazo, P0,002; higado, P<0,001; K1 frente a C: bazo, P=0,065; higado, P=0,001; K0,5
frente a C: bazo, P=0,022; higado, P=0,001; Krep frente a C: bazo, P=0,079; higado, P<0,001; E1 frente a EO,5:
bazo, P=0,005; higado P=0,143; E1 frente a Erep: bazo, P=0,043; higado, P=0,280; EO0,5 frente a Erep: bazo,
P=0,019; higado, P=0,043; K1 frente a KO0,5: diferencias no significativas; K1 frente a Krep: diferencias no
significativas; K0,5 frente a Krep: diferencias no significativas; E1 frente a K1: bazo, P=0,015; higado, P=0,353; E0,5
frente a KO0,5: diferencias no significativas; Erep frente a Krep: diferencias no significativas, *Debido a las multiples
comparaciones, se necesita un valor significativo de P de 0,01 o inferior.
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Discusién

La fuerza significativamente mayor de SAP-con respecto a SAP-K parece ser reproducible. La eficacia incluso de
dosis mas bajas cuando se administra de manera repetida y la sugerencia de efectos mayores en depdsitos
amiloides hepaticos que en esplénicos es de interés y posible significado clinico.

Ejemplo 18: Activacion del complemento por anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales humanizados in
vitro.

De acuerdo con la presente invencion, la activacion del complemento es esencial para la eficacia de la eliminacion
amiloide por anticuerpos anti-SAP humanos. La capacidad de los anticuerpos monoclonales humanizados, H1L1 de
SAP-E y H3L0 de SAP-K, para activar C3 en suero humano y de raton se compard in vitro afiadiendo diferentes
cantidades de los anticuerpos puros aislados al suero humano completo que contenia una concentracién SAP de 30
mg/l o al suero de ratdbn completo que se habia aumentado con SAP humano puro aislado a esta misma
concentracion. En ambos casos el suero era recién preparado y con suficiente complemento y las condiciones
experimentales eran éptimas para la activacion del complemento con tampdn de ensayo de fijacion de complemento
(CFT) como diluyente.

Se realizaron las siguientes mezclas (Tabla 17):

Tubo n° Suero Anticuerpo anti-SAP monoclonal ~ Concentraciones finales (ug/ml)
Anti-SAP SAP Humano
M1 SAP de ratéon + humano  H1L1 de SAP-E 15 30
M2 SAP de ratéon + humano  H1L1 de SAP-E 30 30
M3 SAP de ratéon + humano  H1L1 de SAP-E 60 30
M4 SAP de ratéon + humano  H1L1 de SAP-E 120 30
M5 SAP de ratéon + humano  H3LO de SAP-K 15 30
M6 SAP de ratéon + humano  H3LO de SAP-K 30 30
M7 SAP de ratéon + humano  H3LO de SAP-K 60 30
M8 SAP de ratéon + humano  H3LO de SAP-K 120 30
M9 SAP de ratén + humano  Ninguno 0 30
H1 humano H1L1 de SAP-E 15 30
H2 humano H1L1 de SAP-E 30 30
H3 humano H1L1 de SAP-E 60 30
H4 humano H1L1 de SAP-E 120 30
H5 humano H3LO0 de SAP-K 15 30
H6 humano H3LO0 de SAP-K 30 30
H7 humano H3LO0 de SAP-K 60 30
H8 humano H3LO0 de SAP-K 120 30
H9 humano Ninguno 0 30

Todos los tubos se incubaron a 37°C durante 2 horas para permitir que se produjera la activacién del complemento.
Dado que siempre se produce la activacion espontanea lenta en suero, se proporcionaron dos controles adicionales,
repeticiones de M9 y H9, denominados M10 y H10, que no se incubaron sino que se congelaron a -80°C
inmediatamente después de mezclar y después se descongelaron justo antes de ensayar la escision de C3. La
comparacion entre M/H9 y M/H10 permite distinguir entre escision de C3 espontanea y cualquier activacion adicional
producida por el anticuerpo anti-SAP asi como cualquier efecto de adicién de SAP humano solo en suero de ratén.

La escision C3 en suero humano se ensay6 por electroinmunoforesis bidimensional usando anticuerpo
monoespecifico contra C3 humano. Este procedimiento es de baja sensibilidad para la escision de C3 de raton
porque las diferentes movilidades electroforéticas de C3 de ratén son mas dificiles de diferenciar de manera fiable
que en el caso de C3 humano. La escisién de C3 de ratén se ensay6 por lo tanto mediante electroforesis en gel de
agarosa seguido de inmunotransferencia con el anticuerpo anti-C3 de ratén monoespecifico.

Resultados

Los dos anticuerpos humanizados activaron de manera eficaz el complemento humano, lo cual se probé por una
escision de C3 dependiente de la dosis principal, una produccién en la reduccion del tamano del pico de
inmunoprecipitacion de C3 original de menor movilidad y aumento del tamario del pico de C3c escindido mas rapido.
(Figura 10).

La Figura 10 muestra la activacion de C3 por anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales humanizados en suero
humano completo.

En un ensayo que incluye el control para la escision de C3 inicial en la muestra H10, es evidente que incluso la dosis
mas baja de los dos anticuerpos anti-SAP produce mas escision de C3 que la observada en el control, sin
anticuerpo, de escision espontanea (Figura 11).

La Figura 11 muestra la activacion de C3 por anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales humanizados a dosis
bajas en suero humano completo.

Se obtuvieron resultados muy similares para la escision de C3 de ratén en suero de ratébn completo complementado
con SAP humano. Los dos anticuerpos mostraron escision dependiente de la dosis de C3 de raton original lo que
conduce a una intensidad disminuida de la banda de C3 original de movilidad lenta y a una intensidad aumentada de
la forma activada de movilidad mas rapida. Incluso también la dosis mas baja de cada anticuerpo produjo mas
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escision de C3 que la observada en el control de activacion espontanea sin anticuerpo (Figura 12).

La Figura 12 muestra la activacion de C3 por anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales humanizados en suero
de ratéon completo complementado con SAP humano puro.

Discusién

Los dos anticuerpos anti-SAP humanos monoclonales humanizados activan eficazmente el complemento en
presencia de SAP humano y son por tanto candidatos adecuados para su uso en el tratamiento de amiloidosis
sistémica y cualquier otra enfermedad producida por depdsitos amiloides extracelulares en los tejidos, de acuerdo
con la presente invencion.

CONCORDANCIA DE SECUENCIAS

SEQ ID NO | Descripcion de la secuencia

1 Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de SAP-E

2 Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de SAP-E

3 Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de SAP-E

4 Secuencia de aminoacidos de CDRL1T de SAP-E

5 Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de SAP-E

6 Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de SAP-E

7 Secuencia de aminoacidos de V4 de SAP-E

8 Secuencia de ADN de V4 de SAP-E

9 Secuencia de aminoacidos de V. de SAP-E

10 Secuencia de ADN de V| de SAP-E

11 Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de SAP-K

12 Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de SAP-K

13 Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de SAP-K

14 Secuencia de aminoacidos de CDRL1T de SAP-K

15 Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de SAP-K

16 Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de SAP-K

17 Secuencia de aminoacidos de Vi de SAP-K

18 Secuencia de ADN de V4 de SAP-K

19 Secuencia de aminoacidos de V| de SAP-K

20 Secuencia de ADN de V| de SAP-K

21 Secuencia de aminoacidos de la quimera de Vi de SAP-E

22 Secuencia de aminoacidos de la quimera de V. de SAP-E

23 Secuencia de aminoacidos de la quimera de V4 de SAP-K

24 Secuencia de aminoacidos de la quimera de V. de SAP-K

25 Secuencia de aminoacidos aceptora de la linea germinal de la cadena pesada variable huma de
IGHV1-69

26 Minigen JH1

27 Secuencia de aminoacidos de HO de la variante de V4 humanizada de SAP-E

28 Secuencia de aminoacidos de H1 de la variante de Vi humanizada de SAP-E

29 Secuencia de aminoacidos de H2 de la variante de V4 humanizada de SAP-E

30 Secuencia de aminoacidos de H3 de la variante de Vi humanizada de SAP-E

31 Secuencia de aminoacidos de H4 de la variante de Vi humanizada de SAP-E

32 Secuencia de aminoacidos aceptora de la linea germinal de la cadena ligera variable humana de
IGKV1-39

33 Minigen JK2

34 Secuencia de aminoacidos de L0 de [a variante de V. humanizada de SAP-E
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(continuacion)

SEQ ID | Descripcion de la secuencia

NO

35 Secuencia de aminoacidos de L1 de la variante de V. humanizada de SAP-E

36 Secuencia de aminoacidos de L2 de la variante de V. humanizada de SAP-E

37 Secuencia de aminoacidos de HO de la variante de V4 humanizada de SAP-K

38 Secuencia de aminoacidos de H1 de la variante de V4 humanizada de SAP-K

39 Secuencia de aminoacidos de H2 de la variante de V4 humanizada de SAP-K

40 Secuencia de aminoacidos de H3 de la variante de V4 humanizada de SAP-K

41 Secuencia de aminoacidos de L0 de Ia variante de V. humanizada de SAP-K

42 Secuencia de aminoacidos de L1 de Ia variante de V. humanizada de SAP-K

43 Secuencia de aminoacidos de SAP de Homo sapiens

44 Secuencia de aminoacidos de SAP de Mus musculus

45 Secuencia de nucleétidos de la quimera de VH de SAP-E

46 Secuencia de nucleétidos de la quimera de VL de SAP-E

47 Secuencia de nucleétidos de la quimera de VH de SAP-K

48 Secuencia de nucleétidos de la quimera de VL de SAP-K

49 Secuencia aceptora de nucledtidos de la linea germinal de la cadena pesada variable huma de
IGHV1-69

50 Secuencia aceptora de nucledtidos de la linea germinal de Ta cadena pesada variable huma de
IGHV1-39

51 Secuencia de nucledtidos de HO de la variante de la region V de cadena pesada humanizada de
SAP-E no optimizada por codones

52 Secuencia de nucledtidos de LO de la variante de la region V de cadena ligera humanizada de SAP-
E no optimizada por codones

53 Secuencia de nucleétidos de HO de la variante de la region V de cadena pesada humanizada de
SAP-E (optimizada por codones)

54 Secuencia de nucleétidos de H1 de la variante de Ia region V de cadena pesada humanizada de
SAP-E (optimizada por codones)

55 Secuencia de nucleétidos de H2 de la variante de Ia region V de cadena pesada humanizada de
SAP-E (optimizada por codones)

56 Secuencia de nucledtidos de H3 de la variante de la region V de cadena pesada humanizada de
SAP-E (optimizada por codones)

57 Secuencia de nucledtidos de H4 de la variante de la region V de cadena pesada humanizada de
SAP-E (optimizada por codones)

58 Secuencia de nucledtidos de LO de [a variante de la region V de cadena ligera humanizada de SAP-
E (optimizada por codones)

59 Secuencia de nucledtidos de L1 de la variante de la region V de cadena ligera humanizada de SAP-
E no optimizada por codones

60 Secuencia de nucledtidos de L2 de [a variante de la region V de cadena ligera humanizada de SAP-
E (optimizada por codones)

61 Secuencia madura completa de nucledtidos de H1 de cadena pesada humanizada de SAP-E
(optimizada por codones)

62 Secuencia madura completa de aminoacidos de H1 de cadena pesada humanizada de SAP-E

63 Secuencia madura completa de nucledtidos de L1 de cadena ligera humanizada de SAP-E
(optimizada por codones)

64 Secuencia madura completa de aminoacidos de L1 de cadena ligera humanizada de SAP-E

65 Secuencia de nucledtidos de HO de la variante de Ia region V de cadena pesada humanizada de

SAP-K no optimizada por codones
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(continuacion)

SEQ ID | Descripcién de la secuencia

NO

66 Secuencia de nucledtidos de LO de la variante de la region V de cadena ligera humanizada de SAP-
K no optimizada por codones

67 Secuencia de nucleétidos de HO de la variante de la region V de cadena pesada humanizada de
SAP-K (optimizada por codones)

68 Secuencia de nucleétidos de HT de la variante de la regiéon V de cadena pesada humanizada de
SAP-K (optimizada por codones)

69 Secuencia de nucleétidos de H2 de la variante de la region V de cadena pesada humanizada de
SAP-K (optimizada por codones)

70 Secuencia de nucleétidos de H3 de la variante de la region V de cadena pesada humanizada de
SAP-K (optimizada por codones)

71 Secuencia de nucledtidos de LO de la variante de la region V de cadena ligera humanizada de SAP-
K (optimizada por codones)

72 Secuencia de nucledtidos de L1 de la variante de Ia region V de cadena ligera humanizada de SAP-
K (optimizada por codones)

73 Secuencia de nucledtidos de LO 91A de Ia variante de la region V de cadena ligera humanizada de
SAP-K (optimizada por codones)

74 Secuencia de aminoacidos de LO 91A de la variante de la region V de cadena ligera humanizada de
SAP-K

75 Secuencia de nucledtidos de la cadena pesada de H3 humanizada de SAP-K (optimizada por
codones)

76 Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de H3 humanizada de SAP-K

77 Secuencia de nucledtidos de cadena ligera de LO humanizada de SAP-K (optimizada por codones)

78 Secuencia de aminoacidos de cadena ligera de LO humanizada de SAP-K

79 Secuencia de sefal para cadenas de inmunoglobulina
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Glaxo Group Limited
Tejinder Kaur BHINDER
Susannah Karen FORD
Volker GERMASCHEWSKI
Alan Peter LEWIS

Mark PEPYS

<120> mab anti-SAP
<130> PB63944 WO

<150> 61/309957
<151> 03-03-2010

<160> 79
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de SAP-E

<400> 1

Thr Tyr Asn Met His
1 5

<210> 2

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de SAP-E

<400> 2

Tyr Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asn Ala Asn Tyr Asn Gln Gln Phe Lys
1 ) 5 10 ‘15
Gly

<210> 3

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de SAP-E

<400> 3

Gly Asp Phe Asp Tyr Asp Gly Gly Tyr Tyr Phe Asp Ser
1 5 10

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de SAP-E

<400> 4

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala
1 5 i0
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<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

ES 259345413

<223> Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de SAP-E

<400> 5

Asn Ala Lys Thr
1.

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

5

<223> Secuencia de aminoacidos de CDRL3 de SAP-3

<400> 6

Leu Ala Glu

Gln His His Tyr Gly Ala Pro Leu Thr

1

<210>7

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de VH de SAP-3

<400> 7

Gln Ala Ser Leu
1 5
Ser Val Lys Met
20

His Trp
as
Ile

Asn
Gly Tyr
50

Gly

Tyr

Lys
65
Met

Lys

Gln Ile Ser

85

Arg Asp Phe Asp

100
Leu

Thr Thr

115

Gly

<210> 8

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

Gln
Ser
Ile
Pro
Thr
Ser
Tyr

Thr

Cys Lys

Lys Gln

Gln Ser Gly Thr
Ala Ser

Thr Pro

5

Glu
10
Gly
25

Gly

40

Gly Asp Gly Asn

55
Leu Thr
70
Leu Thr

Asp Gly

Vval Ser

Ala Asp
Ser

Gly Tyr

Ala
Thr

Glu Asp
g0
Tyr

lo5

Ser

120

<223> Secuencia de ADN de VH de SAP-E

<400> 8

caggcttcte tacagcagte
tectgcaagyg cttectggett
cccggacagy gectggaatyg
aatcagcagt tcaagggcaa
atgcagatca gcagcctgac
tttgattacg acggagggta
tectea

tgggactgag
cacatttgcc
gattggagtat
ggccacattg
atctgaagac
ctactttgac

ctggtgaggt
acttacaata

atttatcctg
actgcagaca
tetgeggtct
tectggggee

50

Leu Val Arg

Phe Thr Phe

Gln Leu
45
Asn

Gly
Asn Tyr
60
Ser Ser Asn
75
Ser

Ala Val

Phe Asp Ser

ctggggecte
tgcactggat
gagatggtaa
catcetccaa
atttectgtge
agggcaccac

Ser Gly
15
Ala Thr
30
Glu Trp

Gln Gln

Thr Ala
80
Phe
95
Gly

Tyr

Trp
110

agtgaagatg
taagcagaca
tgctaactac
cacagectac
aagaggggac
tctcacagte

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyxr
Cys

Gln

€0

120
180
240
300
360
366
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<210>9
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de VL de SAP-E

<400> 9

Asp Ile
1

Glu Thr
Leu Ala

His Asn
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe
<210> 10

<211> 321
<212> ADN

Gln
Val
35

Ala
Ser
Phe

Gly

Met
Thrx
20

Tyr
Lys
Gly
Gly

Ala
100

Thr
Ile

Gln

Thr

Asn
85
Gly

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

ES 259345413

Gln
Thr
Gln
Leu
His
Tyr

Thr

<223> Secuencia de ADN de VL de SAP-E

<400> 10

gacatccaga tgactcagte
atcacatgtc gagcaagtga
ggaagatcec ctcagetcect
agggtcagtg gcagtggate
gaagattttg ggaattatta
tggaactgaa

gggaccaage

<210> 11
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe
Tyr

lys

Pro Ala Ser Leu Serx

Arg Ala ;gr Glu Asn

Gln giy Arg Ser Pro

égu Gly Val Pro Ser

Ser Leu Lys Ile ::n
75

Cyes Gln His His Tyr

90
Leu Glu Leu Lys
105

Ala Ser

Ile Tyr

30
Gln Leu
45

Arg Val
Gly lLeu

Gly Ala

Val Gly
15

Ser Tyr
Lau Val
Ser Gly
@ln Pro

Pro Leu
85

tcecagoctee ctatcectgeat cetgtgggaga aactgteace
gaatatttac agttatttag catggtatca gcagaaacag 120

ggtccataat
aggcacacac
ctgtcaacat

a

<223> Secuencia de aminoacidos de CDRH1 de SAP-K

<400> 11

<210> 12
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

Ser Tyr Trp Met His

1l

5

<223> Secuencia de aminoacidos de CDRH2 de SAP-K

<400> 12

gcaaaaacct tagcagaagg tgtgccatca
ttttctetga agatcaacgg cctgeagoeet
cattatggtg ctecgeteae gtteggtget

€0

180
240
300
321

Met Ile His Pro Asn Ser Val Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1
Sex

<210> 13

5

10

51
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<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDRH3 de SAP-K

<400> 13

Arg Asn Asp Tyr Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 - 10

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDRL1 de SAP-K

<400> 14

Lys Ala Ser Gln Asn Val Asn Ser Asn Val Ala

1 5 10

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDRL2 de SAP-K

<400> 15

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser
1 5

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDR3 de SAP-K

<400> 16
Gln Gln Cys Asn Asn Tyr Pro Phe Thr
1 L)
<210> 17
<211> 119
<212> PRT
<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de VH de SAP-K

<400> 17

52



10

15

20

ES 259345413

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Ile Lys Pro Gly

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser

20 25 - 30

Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp

35 40 45

Gly Met Ile His Pro Asn Ser Val Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys

Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala

€5 70 75
Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr
85 20 95
Ala Arg Arg Asn Asp Tyr Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Thr
100 105 110
Thr Thr val Thr Val Ser Ser
115
<210> 18
<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia de Mus musculus
<220>
<223> Secuencia de ADN de VH de SAP-K
<400> 18

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

caggtccaac tgcageagec tggggctgag ctgataaage ctggggette agtgaagttg €0
tectgecaagg cttctggota cactttcace agotactgga tgcactgggt gaagcagagg 120
cctggacaag gocttgagtg gattggaatg attcatceta atagtgttaa tactaactac 180
aatgagaagt tcaagagtaa ggccacactg actgtagaca aatccetccag cacagcctac 240
atgcaactceca acagectgac atctgaggac tetgeggtet attactgtge aagacggaat 300

gattactact ggtacttcga tgteotggoge acagggacca cggtcaccgt cteectca

<210> 19

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de VL de SAP-K

<400> 19

357

aAsp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lye Phe Met Ser Thr Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Asn Ser Asn

20 25 30

val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Ala lLeu Ile

35 490 45

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr lLeu Thr Ile Thr Asn Val Gln Ser

€5 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Cys Asn Asn Tyr Pro Phe

85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 20

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de ADN de VL de SAP-K

53



<400> 20

gacattgtga
gtcacctgeca
gggcaatcte
cgetteacag
gaagacttgg
gggacaaagt

<210> 21
<211> 444
<212> PRT

tgacccagte
aggecagtea
cataaagceact
gcagtggatc
cagagtattt
tggaaataaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de la quimera de VH de SAP-E

<400> 21

ES 259345413

tcaaaaattc atgtccacat cagtaggaga cagggtcage 60

gaatgtgaat tctaatgtag cctggtatca acagaaacca 120
gatttacteg gcttectace ggtacagtgg agtccotgat 180
tgggacagat ttcactctea ccatcaccaa tgtgcagtct 240
ctgtecageaa tgtaacaact atceatteac gtteggeteg 300

54

321



Gln

Ser

Gly
Lys

65
Met

Gly

Phe

145
Trp

Ser
Asn
His
225
val
Thr
Glu
Lys
Leu
308
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
385
Gly
Gly

Tyr

<210> 22
<211> 214
<212> PRT

Ala
Val
Met
Tyr
L))

Gly
Gln
Asp
Thr
Pro
130
Gly
Asn
Gln
Leu
Thr

210
Thr

Phe
Pro
val
Thr
290
Thr
Val

Ala

Gly
370
Pro
Ser
Asn

Thr

Ser
Lys
His
35

ITle
Lys
Ile
Phe
Leu
115
Leu
Cys
Ser
Ser
Gly
198
Lys

Cys

Leu
Glu
Lys
2715
Lys
Val
Ser
Lys
Asp
355
Phe
Glu
Phe
val

Gln
435

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
20

Trp
Tyr
Ala
Ser
Asp
100
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
180
Vval

Pro

Phe
val
260
Phe
Pro
Leu
Asn
Gly
340
Glu
Tyr
Asn
Fhe
Phe

420
Lys

Gln
Ser
Ile
Pro
Thr
Ser
Tyr
Thr
Pro
Val
Ala
165
Gly
Gln
Asp

Pro

Pro
245
Thr
Asn
Arg
His
Lys
325
Gln
Leu
Pro
Asn
Lys
405
Ser

Ser

ES 259345413

Gln
Cys
Lys
Gly
Leu

70
Leu

val
Ser
Lys
150
Leu
Ser
Thr
Lys
Cys
230
Pro
Cys
Trp
Glu
Gln
310
Ala
Pro
Thr
Ser
TvE
390
Lys

Cys

Leu

Ser
Lys
Gln

Asp
55

Thr

Thr
Gly
Ser
Sar
135
Asp
Thr
Leu
Tyr
Lys

215
Pro

Lys
val
Tyx
Glu
295
Asp

Leu

Lys
Asp

375
Lys

Ser

Ser

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Ala
Ser
Gly
Ser
120
Lys
Tyr
Ser
Ser
Ile
200
Val

Ala

Pro
val
Val

280
Gln

Trp
Pro
Glu
Asn
360
Ile
Thr
Thr
Val

Leu
440

Thr
Ser
25

Pro
Aan
Asp
Glu
TyYyr
105
Ala
Ser
Phe
Gly

Ser
i8s
Cysa

Glu

Pro

Lys
val
265
Asp
Tyr
Leau
Ala
Pro
345
Gln
Ala
Thr
val
Met

425
Ser

55

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Thr
Asp
Tyr
Ser
Thr
Pro
Val
170
val
Asn

Pro

Glu

Asp
250
Asp
Gly
Asgn
Asn
Pro
330
Gln
Vval
Val
Pro
Asp
410
His

Pro

Leu
FPhe
Gln
Aan
Ser
15

Ser
Phe
Thr
Ser
Glu
155
His
val
Val
Lys
Leu
235
Thr
Val
val
Ser
Gly
315
Ile
val
Ser
Glu
Pro
385
Lys
Glu

Gly

Val Arg Ser Gly

Thr
Gly
Tyr
60

Ser
Ala
Asp
Llys
Gly
140
Pro
Thr
Thr
Asn
Ser

220
Leau

Leu
Ser
Glu
Tyr
300
Lys
Glu
Tyr

Leu

Trp
380
val
Ser
Ala

Lys

Phe
Leu
45

Asn
Asn
Val
Ser
Gly
125
Gly
Vval
Phe
Val
His
205
Cys

Gly

Met
His
val
285
Val
Glu
Lys
Thre
Thr

365
Glu

Leu

Ala
Glu
Gln
Thr
Tyr
Trp
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Pro
190
Lys
Asgp

Gly

Ile
Glu
270
His
Val
Tyr
Thr
Leu
350
Cys
Ser
Asp
Trp

His
430

15
Thr

Trp
Gln
Ala
Phe
95

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Ser
Pro
Lys

Pro

Ser
255
Asp
Asn
Ser
Lys
Ile
335
Pro
Leu
AsSn
Ser
Gin

415
Asn

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyx
80
Cys
Gln
val
Ala
Ser
160
Val
Ser
Ser

Thr

Ser

240

Pro
Ala
val
Cys
320
Ser
Pro
val
Gly
Asp
400
Gln

His
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ES 259345413

<223> Secuencia de aminoacidos de la quimera VL de SAP-E

<400> 22

Asp Ile Gin
1
Glu Thr val

Leu Ala Trp
35

His Asn Ala

50
Ser Gly Ser

Glu Asp Phe
Thr Phe Gly

Pro Ser Val
11s
Thr Ala Ser
130
Lys Val Gln
145
Glu Ser Val

Ser Thr lLeu

Ala Cys Glu
195
Phe Asn Arg

<210> 23

<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Meat
Thr
20

Tyr
Lys
Gly
Gly
Ala
100
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
180
Vval

Gly

Thr
5
Ile
Gln
Thr
Thr
Asn

85

Gly
Ile
Val
Lys
Glu
165
Leu
Thr

Glu

Gln
Thr
Gln
Leu
His
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp
Lys

Gln

Pro

Arg

Gln
40
Glu

Ser

Ser
Ala

Gly
200

Ala
Ala
Gly

Gly

Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

210

Ser
10

Ser
Arg
val
Lys
Hisg
90

Leu

Asn
Leu
Asp
1748
Tyr

Ser

<223> Secuencia de aminoacidos de la quimera de VH de SAP-K

<400> 23

56

Leu
Glu
Ser
Pro
Ile
5

His
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Ser
Asn
Pro
Ser
60

Asn

Tyx

Gln
Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

Ala
Ile
Gln
45

Arg
Gly

Gly

Leu
125
Pro

Gly
Tyr
His

val
205

Ser

Tyr
30

Leu

vVal
Leu
Ala
val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

val
15

Ser
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
val

Lys

Gly
Tyr
Val
Gly
Pxro
80

Leu
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser



Gln
Ser
Trp
Gly
Lys

65
Met

Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Leu
Thr
Thr
225
Phe
Pro
val
Thr
Thr

305
val

Gly

Pro
385
Ser

Aan

<210> 24
<211> 214
<212> PRT

Val
val

Met

Met-

Ser

Gln

Leu
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Gly
Lys

210
Cys

Glu
Lys
Lys
290
val
Ser
Lys
Asp
FPhe
370
Glu
Phe

vVal

Thr

Gln
Lys
His
35

Ile
Lys
Leu
Arg
Val
113
Ala
Leu
Gly
Ser
Thr
155
Val
Pro
Phe
val
Phe
275
Pro
Leu
Asn
Gly
Glu
355
Tyr
Asn
Phe

Phe

Gln

<213> Secuencia artificial

Leu
Leu
20

Trp
His
Ala
Asn
Asn
100
Thr
Pro
val
Ala
Gly
180
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
260
Asn
Arg
His
Lys
Gln
340
Leu
Pro
Asn
Lys

Ser

Lys
435

Gln
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85

Asp
Val
Ser
Lys
Leu
165
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
245
Cys
Trp
Glu
Gln
Ala
325
Pro
Thr
Ser
Tyr
Lys

405
Cys

420
Ser

ES 259345413

Gln
Cys
Lys
Asn
Leu
70

Leu
Tyr
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Leu
Tyr
Lys
Pro
230
Lys
Val
Tyr
Glu
Asp

310
Leu

Lys

Lys
390
Leu

Ser

Leu

Pro
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Thr
Tyr
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Ile
Vval
215
Ala
Pro
Val
Vval

Gln
295

Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
375
Thr
Thr

val

Gly
Ala
40

val
val
Ser
Trp
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Ser
Cys
200
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
280
Tyr
Leu
Ala
Pro
Gln
360
Ala
Thr

val

Mat

Ser lLeu

57

Ala
Ser
25

Pro
ASn
Asp
Glu
Tyr
105
Sexr
Thr
Pro
val
val
185
Agn
Pro
Glu
Asp
Asp
265
Gly
Asn
Asan
Pro
Gln
345
val
val
Pro

Asp

His

440

Glu
10

Gly
Gly
Thr

Lys

Asp

90
Phe

Thr
Ser
Glu
His
170
Val
val
Lys
Leu
Thr
250
Val
Val
Ser
Gly
Ile
330
val
Ser
Glu
Pro
Lys

410
Glu

425
Ser Pro

Lau
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Ser
Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Thr
Agn
Ser
Leu
235

Ser

Glu

Lys
315
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
395
Ser

Ala

Gly

Ile
Thr
Gly
Tyr
60

Ser
Ala
val
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
His
Cys
220
Gly
Mat
Hisg
val
Val
300
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu

380
Leu

Leu

Lys

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Pro
Lys
205
Asp
Gly
Ile
Glu
His
285
val
Tyxr
Thr
Leu
Cya
365

Ser

Asp

Tep

His

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Ser
190
Pro
Lys
Pro
Ser
270
AsSn
Ser
Lys
Ile
Pro
350
Leu
Asn
Ser

Gln

Asn

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Thr
Val
Ala
Ser
val
175
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
255
Pro
Ala
val
Cys
Ser
335
Pro
Vval
Gly
Asp
Gln

415
His

430

Ala
Tyr
Ile

Phe

Tyr
80

Cys
Gly
Pha
Leu

Trp
160
Leau
Ser
Asn
His
val
240
Thr
Glu
Lys
Leu
Lys
320
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
400
Gly

Tyr



ES 259345413

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la quimera VL de SAP-K

<400> 24

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Sex Val Gly
A;p Arg Val Ser Vgl Thr Cys Lys Ala ;gr Gln Asn Val Asn ;gr Asn
Val Ala Trp ::r Gln Gln Lys Pro giy Gln Ser Pro lys 22a Leu Ile
Tyr Ser gia Ser Tyr Arg Tyr ;gr Gly Val Pro Asp :ig Phe Thr Gly
Ser ggy Ser Gly Thr Asp ::e Thr Leu Thr Ile gﬁr Asn Val Gln Ser

Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Cys Asn Asn Tyr Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 158 160
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
: 165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 180
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Pha Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 25

<211>98

<212> PRT

<213> Secuencia de Homo sapiens

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos aceptora de la linea germinal de cadena pesada variable humana de IGHV1-69

<400> 25

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

85 90 1]
Ala Arg

<210> 26

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia de Homo sapiens

<220>
<223> minigén JH

58
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<400> 26

Ala Glu Tyr Phe Gln His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
1l

5 10 15
Ser
<210> 27
<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de HO de la variante VH humanizada de SAP-E
<400> 27
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
-1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Thr Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Tyxr Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asn Ala Asn Tyr Asn Gln Gln Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Arg Asp FPhe Asp Tyr Asp Gly Gly Tyr Tyr Phe Asp Ser Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 . 120
<210> 28
<211> 120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de H1 de la variante VH humanizada de SAP-E

<400> 28

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
S:r val Lys Val S:r Cys Lys Ala Ser égy Phe Thr Phe Ala ':':x: Tyr
Asn Met His 321: Val Arg Gln Ala gio Gly Gln Gly Leu ggu Trp Met
Gly Tyr ?ie Tyr Pro Gly. Asp ;gy Asn Ala Asn Tyr ::n Gln Gln Phe
Lys ggy Arg Val Thr Ile :tsu:' Ala Asp Lys Ser 'f'gr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
’ 85 50 95
Arg Asp Phe Asp Tyr Agp Gly Gly Tyx Tyr Phe Asp Ser Trp Gly Gln
: 100 105 110
Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser
115 129
<210> 29
<211> 120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

59
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<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de H2 de la variante VH humanizada de SAP-E
<400> 29
Gln Ala Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Fhe
20 25
Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
as 40 45
Gly Tyr Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asn Ala Asn Tyr Asn
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser
65 ) 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val
. 85 90
Arg Asp Phe Asp Tyr Asp Gly Gly Tyr Tyr Phe Asp Ser
100 105
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 1290
<210> 30
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de H3 de la variante VH humanizada de SAP-E
<400> 30
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
1 5 ) 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25
Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
’ 35 40 45
Gly Tyr Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asn Ala Asn Tyr Asn
50 55 60-
Lys Gly Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr ARla Val
85 920
Arg Asp Phe Asp Tyr Asp Gly Gly Tyr Tyr Phe Asp Ser
100 105
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 31
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de H4 de la variante VH humanizada de SAP-E

<400> 31

60

Pro
Ala
Glu
Gln
Thr
Tyr

Trp
110

Pro
Ala
30

Glu
Gln
Thy
Tyr

Trp
110

Gly
15
Thr

Trp
Gln
Ala
Tyr

95
Gly

Gly
Thr
Trp
Gln
Ala
Tyr

95
Gly

Ser

Tyr

Phe
Tyr
80

Cys

Gln

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Gln
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15

20

Gln Val
Ser Val
Asn Met
Gly Tyr
Lys Gly
65

Met Glu
Arg Asp
Gly Thr

<210> 32

<211> 95
<212> PRT

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg
Leu
Phe

Leu
115

Leu

VvVal
20
Trp

Tyr
Ala
Ser
Asp

100
Val

Val
Ser
vVal

Pro

Ser
85
Tyr

Thr

<213> Secuencia de Homo sapiens

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos aceptora de la linea germinal de cadena ligera variable humana de IGHV1-39

<400> 32

Asp Ile
1

Gln

Asp Arg Val

Leu Asn

Trp
35

Tyr Ala Ala

50
Ser Gly
65

Ser

Glu Asp Phe

<210> 33
<211>12
<212> PRT

Met
Thr
20

Tyr
Ser

Gly

Ala

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr

Thr

<213> Secuencia de Homo sapiens

<220>
<223> Minigén JK2

<400> 33

<210> 34
<211> 107
<212> PRT

ES 259345413

Gln

Cysg

Gly
Leu

70
Leu

Val

Gln
Thrx

Gln

Asp
70
Tyxr

Ser

Lys

Gln

535
Thr

Gly

Ser

Ser
Cys

Lys

'Gln

55
Phe

Tyr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser

Gly

Ser
1290

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

Ala
Ser
25

Pro
Asn

Asp

Glu

Glu
Gly
Gly

Ala

Asp

" 90

Tyr
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Tyr

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr

Gln
90

val
Phe
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Phe

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Ser

Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Laun

i

<213> Secuencia artificial

<220>

-

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Asp

Ser
Sear
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys
Fha
Leu
45

AsBn
Ser

Val

Ser

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Pro
Ala
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Trp
110

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

Thr

Glu Ile Lys

i¢

<223> Secuencia de aminoacidos de LO de la variante VL humanizada de SAP-E

<400> 34

61

Gly
15
Thx

Trp
Gln
Ala
Phe

Gly

Val
Ser
Leu
Ser
Gln

Pro
95

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Gln

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80
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15

ES 259345413

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40
Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser
50 , 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Tyr
85 : 920
Thr Pha Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lya
100 105

<210> 35

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de L1 de la variante VL humanizada de SAP-E

<400> 35
Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

Agp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn
20 25
Leu Ala Trp Tvr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40
His Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Aep Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Tyr
. 85 20
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys lLeu Glu Ile Lys
100 105

<210> 36

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de L2 de la variante VL humanizada de SAP-E

<400> 36

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40
His Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Tyr
: 85 20
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile lys
1900 105

62

Ala Ser Val Gly

Ile Tyx
30

Lya Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Gly Ala

Ala Ser

Ile Tyr
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Gly Ala

Ala Ser

Ile Tyr
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser lLeu

Gly Ala

15
Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Ieu

Gly

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

Pro Leu

85

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyrxr
val
Gly
Pro

80
Leu
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<210> 37
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 259345413

<223> Secuencia de aminoacidos de HO de la variante VH humanizada de SAP-K

<400> 37

Gln
i
Ser

Trp
Gly
Lys
65

Met
Ala

Thr

<210> 38
<211> 119
<212> PRT

Val Gln
Val Lys
Met His
Met Ile
50

Ser Arg

Glu Leu

Leu Val
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

val
20
Trp

His
Val
Ser
Agn

100
Thr

val
Ser
Vval
Pro
Thr
Ser
a5

Asgp

Val

Gln

Cys

Asn
Ile
T0

Leu
Tyr

Ser

Sar
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Tyr

Ser

Gly
Ala
Ala
40

Val

Ala

Ser

Trp

Ala Glu
10
Ser Gly

Pro Gly-
Asn Thr
Agp Lys

Glu Asp
920

Tyr Phe
105

val
Gly
Gln

Asn

lys
Thr

Gly

lys
Phe

Leu

Ser Thr Ser

75
Thr

Asp

Ala

Val

<223> Secuencia de aminoacidos de H1 de la variante VH humanizada de SAP-K

<400> 38

Gin
1
Ser
Trp
Gly
Lys

€5
Met

Ala

Thr

<210> 39
<211>119
<212> PRT
<213> Secuen

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de H2 de la variante VH humanizada de SAP-K

<400> 39

val Gln
val Lys
Met His
35

Met Ile
50.

Ser Arg
Glu Leu
Arg Arg

Leu Val
115

cia artificial

val
20
Tzp

His
Val
Ser
Aan

100
Thr

1 Val

Ser
Vval
Pro
Thr
Ser
85

Asp

val

Gln
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu
Tyr

Ser

Ser Gly aAla Glu

Lys Ala Ser Gly

25

Gln Ala Pro Gly

40

Ser val Asn Thr

55

Thr Ala Asp Lys

Arg Ser Glu Asp

920

Tyr Trp Tyr Phe

Ser

105

63

val
Tyr
Gln
Asn
Ser
15

Thr

Asp

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

val

Val

Trp

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Sar

val

Trp

Pro
Ser
Glu
Glu
Thr
Tyr

Gly
110

Pro
Thr
Glu
Glu
Thr
Tyr

Gly
110

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gln

Gly
Ser
TP
Lys
Ala

Tyr
95
Gln

Ser
Tyr

Met

Phe

Tyr
80
Cys

Gly

Ser

Tyr

Phe
Tyr
80

Cys

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Tip Ile
35 40 45
Gly Met Ile His Pro Asn Ser Val Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60
Lys Ser Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Arg Asn Asp Tyr Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 40

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de H3 de la variante VH humanizada de SAP-K

<400> 40

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Sar Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Met Ile His Pro Asn Ser Val Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 , 55 60
Lys Ser Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Sar Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95
Ala Arg Arg Asn Asp Tyr Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 41

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de LO de la variante VL humanizada de SAP-K

<400> 41

Asp Ile Gln Met Thr Glan Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Asn Ser Asn
20 25 30
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

64
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Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

€5

70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys

<210> 42
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

100

60

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu

75

Cys Gln Gln Cys Asn Asn Tyr

90

Leu Glu Ile Lys

105

<223> Secuencia de aminoacidos de L1 de la variante VL humanizada de SAP-K

<400> 42
Asp
1
Asp
val
Tyr
Ser
65
Glu
Thr
<210> 43

<211> 204
<212> PRT

Ile

Gln

Arg Val

Ala Trp

35

Ser Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

Phe

Gly

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala

Gln
100

Thr
Ile
Gln
Tyx
Thr
Thr

85
Gly

<213> Secuencia de Homo sapiens

<220>

Gln
Thr
Gln
Arg
Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Tyr

55
Phe

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Ser
Thx
Cys

Leu

Ser
Ala
25

Gly

Gly

Gln

Glu
105

<223> Secuencia de aminoacidos de SAP de Homo sapiens

<400> 43

65

Ser
10

Ser
Lys

Val

Gln

Ila

Leu Ser Ala Ser

Gln Asn Val Asn
30
Ala Pro Lys Ala
45
Pro Ser Arg Phe
60 :

Ile Ser Ser Leu
75

Cys Asn Asn Tyr

Lys

Ser
Gln

Pro
95

val

Ser

Ser
Gln

Pro
95

Gly

Pro

80
Phe

Gly
Asn
Ile
Gly
Pro

80
Phe



His
Thr

Phe

Lys
€5

Ser
Pro
Pro

Asp
14%

Pro

Asp
Thr
FPhe
Glu
Ser
TP
Leu
Lys

130

Ser

Leu

Arg Gly

<210> 44
<211> 203
<212> PRT

His
Leu

Ser

Lys
Glu
val
115
Ile

Ser

val

Pro

Tyr
195

Leu
val
20

Cys
Tyr
vVal
val
Ser
100
Lys
val
Gln

lLeu

Ala
180
Val

ES 259345413

Ser Gly
Asn Leu
Phe Arg
aAsn Thr
Gly Glu
70

Ile Glu
85

Ser Ser
Lys Gly
leau Gly
Ser Phe

150
Pro Pro

165
Asn Ile

Ile Ile

<213> Secuencia de Mus musculus

<220>

Lys
Ile
Ala
Gln
55

Tyr
Lys
Gly
Leu
Gln
135
val

Glu

Len

Lys

Val
Thr
Tyr
40

Gly
Ser
Phe
Ile
Arg
120
Glu
Gly

Asn

Asp

Pro
200

<223> Secuencia de aminoacidos de SAP Mus musculus

<400> 44

66

Phe
Pro
25

Ser
Arg
Leu
Pro
Ala
105
Gln
Gln
Glu

Ile

185
Leu

val
10

Leu
Asp
Asp
Tyr
Ala
Glu
Gly
Asp
Ile

Leu

170
Gln

‘val

Phe
Glu
Leu
Asn
Ile
75

Pro
Phe
Tyr
Ser
Gly

155
Ser

Ala

Trp

Pro
Lys
Ser
Glu
60

Gly
Val
Trp
Phe
Tyr
140
Asp

Ala

Leu

Val

Arg
Pro
Arg

Leu

His
Ile
val
125
Gly
Leu

Tyr

Asn

Glu
Léeu
30

Ala
Leu
His
Ile
Asn
110
Glu
Gly
Tyr

Gln

Tyr
190

Ser Val
15
Gln Asn

Tyr Sex
val Tyr
Lys Val
80

Cys Val
95

Gly Thr
Ala Gln
Lys Phe
Met Trp

160
Gly Thr

175
Glu Ile
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vai val
10

Leu

Gln Thr Asp Lys Arg Lys Phe Phe Pro Arg

Ile His Glu Pro

25
Ser

Thr Asp His Lys Leu Pro Lys

Phe Thr Leu Phe Thr Leu Ser

3as
Ser

Arg Asp Arg
45

Leu

Tyx
40
Gly Glu
60

Gly

Phe Ser Val Asn

50
Glu

Leu Lys Asp
55

Tyr

Arg
Ile Gln
15
Pro

Glu Ser
70

Glu

Llys Tyr
&5

Thr

Lys Gly

Met Glu Leu Ser Val His

85
Ser

Val Arg Tyr

val Phe Trp Val
105
Arg

Thr Glu Ser Ser Ile Glu

100
Lys

Trp Gly
val
125
Gly

Gln Thr
120

Glu

val
115
Ile

Pro Trp Lys Ser Glu Tyr

Gln
135
val

Val Leu Gly Gln Asp Tyr

140
Asp

Ser
130

Pro

Glu Phe Ser Leu

155
Phe

Phe -
150
Pro

Gln Ser Gln Ser

145

Gly

Thr Ile Val
165

Asn

Gln Leu
170

Gln

Tyr Val Leu Tyx

Pro Ile Leau Asn Ala Leu Asn

180
val

Pro Val Asn

185
Pro Arg Val

200

Asn Gly Tyr Val Ile Trp

195

Arg

<210> 45

<211> 1356

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleotidos de la quimera VH de SAP-E

<400> 45

caggcttcte
tectgeaagg
cccggacagy
aatcagcagt
atgcagateca
tttgattacyg
tccagocgeca
ageggcggea
gtgtcetgga
agcagcggec
cagacctaca
gagcccaaga

ggaggcccca
acccoegagy
aactggtacg
tacaacageca
ggcaaggagt
atcagcaagg
gatgagctga
gacategeeg
cetgtgetgg
agatggcagce
tacacccaga

tacagcagte
cttctggett
gectggaatg
tcaagggcaa
gcagcctgac
acggagggta
geaccaaggy
cagecgeect
acagcggage
tgtacagcect
tectgtaacgt
gctgtgacaa

gegtgtteet
tgacctgtgt
tggacggegt
cctacegggt -
acaagtgtaa
ccaagggcca
ccaagaacca
tggagtggga
acagegatgg
agggcaacgt
agagcectgag

tgggactgag
cacatttgee
gattgggtat
ggecacattg
atctgaagac
ctactttgac
ccecagegtyg
gggctgcetg
cctgaccage
gagcagegtyg
gaaccacaag
gacccacace

gtteoceecee
ggtggtggat
ggaggtgcac
ggtgtccgtyg
ggtgtccaac
goccagagag

ggtgtecetg
gagcaacgge

cctgteecct

ctggtgaggt
acttacaata
atttatcctg
actgcagaca
tctgcocggtet
tectggggec
ttecceectgg
gtgaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cccagcaaca

tgceeccact

ctggggecte
tgecactggat
gagatggtaa
catcctecaa
atttctgtgc
agggeacact
cooecageag
acttececega
ccttcoecge
ccagcageay
ccaaggtgga
gcectgoeee

aagcctaagg acacectgat
gtgagccacg aggaccctga
aatgccaaga ccaagcecag
ctgacegtge tgcacceagga
aaggcectge ctgcccctat
coccaggtgt acaccetgec
acctgectgg tgaagggctt
cagcccgaga acaactacaa
cagcttette ctgtacagea agetgacegt
gttcagetge tcogtgatge acgaggecet

ggcaag

<210> 46

<211> 642

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

67

Glu Ser

Leu Gln

Sexr Gln

Leu Ile

Ser Lys

Leu

Asn
110
Lys

Gly
Tyr

Arg
175
Tyr Glu

190

agtgaagatg
taagcagaca
tgctaactac
cacagectac
aagaggggac
agtgaccgtyg
caagagcace
aceggtgace
cgtgetgcayg
cctgggoace
caagaaggtg
cgagectgetg

gatcagcaga
ggtgaagttc
ggaggagcag
ttggctgaac
cgagaaaacc
ccctageaga
ctaceccage
gaccaceccee
ggacaagagc
gcacaatcac

Glu
Asn
Ser
Tyr
Val
Thx
Lys
Pro

Phe

Trp
i60
Ser

Ile

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
840
200
9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1356
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<220>
<223> Secuencia de nucleétidos de la quimera VL de SAP-E

<400> 46

gacatccaga
atcacatgte
ggaagatcce
agggteagtg
gaagattttg
gggaccaagc
agegatgage
cceegggagy
gagagcgtga
ctgagcaagg
ctgteccagee

tgactcagte
gagcaagtga
ctcagetect
gcagtggate
ggaattatta
tggaactgaa
agctgaagag
ccaaggtgea
ccgagcagga
ccgactacga
ccgtgaccaa

tcecageetee
gaatatttac
ggtccataat
aggcacacac
ctgtcaacat
acgtacggtg
cggecacegce
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaagcacaaqg
gagcttcaac

ctatctgeat
agttatttag
gcaaaaacct
ttttectetga
cattatggtyg
gecageeecea
agogtggtgt
gacaatgece
tccacctaca

gtgtacgect
cggggegagt

ctgtgggaga
catggtatca
tagcagaagg
agatcaacgg
ctecgeteac
gcgtgttcat
gtetgetgaa
tgcagagegg
gocetgageag
gtgaggtgac
gc

aactgtecace
gcagaaacag
tgtgccatea
cctgcagect
gttcggtget
cttececeocee
caacttctac
caacagccag
cacectgacce
ccaccaggge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

<210> 47

<211> 1347

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétidos de la quimera VH de SAP-K

<400> 47

caggtcecaac
tcctgeaagy
octggacaag
aatgagaagt
atgcaactcea
gattactact
agcaccaagg
acagccgece
aacagcggag
ctgtacagee
atctgtaacqg
agctgtgaca
agegtgttee
gtgacctgty
gtggacggcg
acctacaeggg
tacaagtgta
gccaagggcec
accaagaace
gtggagtggg
gacagcgatg
cagggcaacg
aagagectga

tgecagcagec
cttetggeta
gecttgagtg
tcaagagtaa
acagcectgac
ggtacttcga
gccecagegt
tgggetgect
cectgacceag
tgageagegt
tgaaccacaa
agacccacac
tgtteccece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtgtecgt
aggtgtccaa
agceccagaga
aggtgtccet
agagcaacgg
gcagettctt
tgttcagetg
gectgteeee

tggggctgaqg
cactttcacc
gattggaatg
ggccacactyg
atctgaggac
tgtetggggae
gttcecaecetyg
ggtgaaggac
cggegtgeac
ggtgacegtg
gcccagcaac
ctgececeecece
caagcctaag
tgtgagccac
caatgccaag
gcetgacegty
caaggccctg
geeccaggtyg
gacctgeetg
ccagcccgag
cctgtacage
ctcegtgatg
tggcaag

ctgataaage
agctactgga
attcatccta
actgtagaca
tetgeggtet
acagggacac
goeoccagea
tacttcoecyg
acctteceeg
cccagcagea
accaaggtgg
tgcectgece
gacacccetga
gaggaccctg
accaagccca
ctgcaccagy
cetgececta
tacacectge
gtgaagggcet
aacaactaca
aagctgaccyg
cacgaggece

ctggggette
tgeactgogt
atagtgttaa
aatcctecag
attactgtge
tagtgaccgt
gcaagagcag
aaccggtgac
cegtgectgea
goetgggeac
acaagaaggt
ccgagetget
tgatcagcag
aggtgaagtt
gggaggagca
attggctgaa
tecgagaaaac
cecctageayg
tctaccecag
agaccacoece
tggacaagag
tgcacaatca

agtgaagttg
gaagcagagy
tactaactac
cacagcctac
aagacggaat
gteccagegee
cageggoeggc
cgtgtectgyg
gagcagcgge
ccagacctac
ggageccaag
gggaggccec
aaccocccgag
caactggtac
gtacaacage
cggcaaggayg
catcagcaag
agatgagctyg
cgacategece
ceetgtgetg
cagatggecag
ctacacceag

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1347

<210> 48

<211> 642

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétidos de la quimera VL de SAP-K

<400> 48

68
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25

gacattgtga
gtcacctgea
gggcaatcte
egcttcacag
gaagacttgg
gggacaaagt

agegatgage

ceecgggagyg
gagagcgtga
ctgagcaagg
ctgtecagee

tgaccecagte
aggccagtea
ctaaagecact
gcagtggatce
cagagtattt
tggaaataaa
agctgaagag
ccaaggtgea
ccgagcagga
ccgactacga
cegtgaccaa

ES 259345413

tcaaaaattc
gaatgtgaac
gatttacteg
tgggacagat
ctgtcagcaa
acgtacggtg
cggcaccgec
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcacaag
gagcttcaac

atgtccacat
tetaatgtag
gettectace
ttcactctca
tgtaacaact
gocgoeoeca
agegtggtgt
gacaatgccece
tccacctaca
gtgtacgect
cggggcgagt

cagtaggaga
cctggtatca
ggtacagtgy
ccatcacgcaa
atccattcac
gegtgttcat
gtctgctgaa
tgcagagegag
gectgagceay
gtgaggtgac
ac

cagggtcagc
acagaaacca
agtecctgat
tgtgcagtct
gtteggeteyg
cttecocece
caacttctac
caacagccag
caccetgace
ccaccagggc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

<210> 49

<211> 294

<212> ADN

<213> Secuencia de Homo sapiens

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos aceptora de la linea germinal de cadena pesada variable humana de IGHV1-69

<400> 49

caggtgcage tggtgoagte tggggetgag gtgaagaage ctgggtectc ggtgaaggte 60

tectgeaagg cttotggagg caccttoage agetatgeta tcagectgggt gegacaggee 120
cetggacaag ggettgadtg gatgggaggg atcatcccta tctttggtac agcaaactac 180
geacagaagt tccagggcocag agtcacgatt acegeggaca aatccacgag cacagectac 240
atggagetga gcagectgag atctgaggac acggecgtgt attactgtge gaga 294

<210> 50

<211> 285

<212> ADN

<213> Secuencia de Homo sapiens

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos aceptora de la linea germinal de cadena pesada variable humana de IGHV1-39

<400> 50

gacatccaga tgacccagte tccatectoe ctgtotgeat ctgtaggaga cagagtcace 60

atcacttgce gggcaagtca gagcattage agoctatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagcocec ctaagetcct gatctatget geatccagtt tgeaasagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctea ccatcagecag tetgcaacet 240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccct 285

<210> 51

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos, no optimizada con codones, de HO variante de la region V de cadena pesada
humanizada de SAP-E

<400> 51

caggtgeage tggtgcagte tggggctgag gtgaagaage ctgggtcctc ggtgaaggtc 60

teetgeaagg cttcotggagg caccttcage acttacaata tgcactgggt gegacaggee 120
cotggacaag ggcttgagtg gatgggatat atttatectg gagatggtaa tgctaactae 180
aatcageagt tcaagggcag agtcacgatt accgcggaca aatccacgag cacagectac 240
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggocgtgt attactgtge gagaggggac 300
tttgattacg acggagggta ctactttgac tectggggoe agggcaccoct ggtcaccgtc 360
tecctea 366

-

<210> 52
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<211> 321
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos, no optimizada con
humanizada de SAP-E

<400> 52

gacatccaga
atcacttgece
gggaaagoce

tgacccagtce

gagcaagtga
ctaagcteoct

teccatectce
gaatatttac
gatctataat

aggttcagtg gceagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacttacta ctgtcaacat

gggaccaage tggagatcaa a

<210> 53

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de HO variante de la region V de cadena pesada

humanizada de SAP-E
<400> 53

codones, de LO variante de la region V de cadena pesada

ctgtcetgeat ctgtaggaga cagagtcace
agttatttag catggtatca gcagaaacca
gcaaaaaccet tagcagaagg ggtccocatca
ttcactcteca cecatcagcag tctgcaacct
cattatggtyg ctecgetcac gtitggocag

tggtgcagag
ctagcogggy
gcctggagty
tcaagggeaqg
gcagectgag
acggeggeta

cggcgccegag
cacctteteeg
gatgggctat
ggtgaccate
gagcgaggat
ctacttcgac

caggtgcage
agetgeaagg
cceggccagy
aaccagecagt
atggaactga
ttcgactacg

gtgaagaaac
acctacaaca

atctaccaocg
accgeccgaca
accgcegtgt
agetggggac

ccggeageayg
tgcactgggt
gcgacggcaa
agagcaccag
actactgcge
agggcacact

cgtgaaggty
caggcaggca
cgccaactac
cacgegectac
caggggcgac
agtgaccgtg

tccage

<210> 54

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de H1 variante de la regiéon V de cadena pesada

humanizada de SAP-E
<400> 54
caggtgcage tggtgcagag cggcgecgag

agctgcaagg ctagegggtt caccttegece
cecggecagg gectggagtg gatgggetat

cgtgaaggtg
caggeaggca
cgecaactac

gtgaagaaac ccggcagcag
acctacaaca tgcactgagt
atctaccecg gocgacggcaa

aaccagcagt tcaagggcecag ggtgaccatc
atggaactga gcagcctgag gagegaggat
ttcgactacg acggeggeta ctacttogac

accgceogaca
acegeegtgt
agctggggac

agagcaccag
actactgcgce
agggecacact

cacecgeectace
caggggegac
agtgaccgty

teccage

<210> 55

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de H2 variante de la regidon V de cadena pesada

humanizada de SAP-E
<400> 55

70

€0

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
360
366

60

129
180
240
300
360
366



caggcgeage
agctgcaagg
ceoocggecagy
aaccagcagt
atggaactga
ttegactacg
teccage

tggtgcagag
ctagcgggtt
gectggagty
tcaagggeag
geagectgag
acggcggeta

ES 259345413

cggcgccgag
cacecttegee
gatgggctat
ggtgaccatc
gagcgaggat
ctacttcgac

gtgaagaaac
acctacaaca

atctaccccg
accgeecgaca
accgeocgtgt
agetggggac

ccggeagecag
tgeactgggt
gcgacggcaa
agagcaccagy
actactgegce
agggcacact

cgtgaaggtg

caggcaggca
cgccaactac

caccgectac
caggggcgac
agtgaccgtg

60

120
180
240
300
360
366

<210> 56

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de H3 variante de la regiéon V de cadena pesada
humanizada de SAP-E

<400> 56

10

caggtgcage
agctgcaagqg
cceggoecagy
aaccagcagt
atggaactga
ttecgactacyg
tccage

tggtgcagag
ctagcgggtt
gectggagtyg
tcaagggcag
gcagcectgag
acggeggeta

cggcegecgayg
caccttegee
gateggetat
ggccaccatc
gagcegaggat
ctacttegac

gtgaagaaac
acctacaaca
atctacccceg
accgecgaca
accgecgtgt
agctggggac

coggcageag
tgeactgggt
gegacggeaa
agagcacecag
actactgcge
agggcacact

cgtgaaggty
caggcaggca
cgcecaactac
cacegectac
caggggcgac
agtgacegtg

€0

120
180
240
300
360
366

<210> 57

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de H4 variante de la region V de cadena pesada
humanizada de SAP-E

<400> 57

caggtgcage
agectgcaagg
coeggecagy
aaccagcagt
atggaactga

tggtgcagag cggcgocgag gtgaagaaac
ctagegggtt caccttegeec acctacaaca

gcctggagtyg

gatcggctat

atctaceeeg

tcaagggcag ggccaccctg accgecgaca
gcagcctgag gagcgaggat

accgeegtgt
agctggggac

ccggeageagy
tgcactgggt
gcgacggcaa
ccagcaccag
acttctgcge
agggcacact

cgtgaaggtg
caggcaggca
cgccaactac
caccgcctac
caggggcgac
agtgacegtg

60

120
180
240
300
360

ttcgactacg acggcggeta ctacttcegac

tecage 366
<210> 58

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de LO variante de la region V de cadena ligera
humanizada de SAP-E

<400> 58

ctgagcegeca gogtgggega cagggtgace 60
agetacetgg cetggtacca geagaagece 120
gccaagacce tegecgaggyg cgteectage 180
ttcacectga ccatcagecag cetgeagece 240
cactacggeg ¢ceccctgac ctttggecag 300
321

gacatccaga tgacccagag ccocagetca
attacctgca gggectcecega gaacatctac
ggcaaggecce ccaagctget gatctacaace
aggttctectg gaageggcag cggcaccgac
gaggacttcg ccacctatta ctgcecageac
ggcaccaaac tggagatcaa g

<210> 59

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

71
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<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de L1 variante de la region V de cadena ligera
humanizada de SAP-E

<400> 59

60

120
180
240
300
321

tgacccagag ccccagetea ctgagegeca gegtgggcoga cagggtgace
gggcectcega gaacatctac agetacectgg cctggtacea geagaagecee
ccaagctget gatccacaac gocaagacee tegeegaggg cgtccctage
gaageggeag cggcaccgac ttcecaccectga ccatcagcag cctgcageee
ccacctatta ctgccagecac cactacggeyg cccccctgac ctttggecag
tggagatcaa g

gacatccaga
attacctgea
ggcaaggecc
aggttctcetyg
gaggacttceg
ggcaccaaac

<210> 60

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de L2 variante de la region V de cadena ligera
humanizada de SAP-E

<400> 60

60
120
180

tgacccagag ccccageteca ctgagegoca gegtggygcga cagggtgace
gggectecga gaacatcectac agctacctgyg cctggtacca geagaagece
ceaagetget ggtgceacaac goecaagaccece togoecgaggyg cgtecctage
gaagcggcag cggcaccgac ttcaccctga ccatcagcag cctgocagcee 240
ccacctatta ctgccagecac cactacggeg ccceccctgac ctttggeccag 300
tggagatcaa g 321

gacatccaga
attacctgea
ggcaaggcee
aggttetctg
gaggacttcg
ggcaccaaac

<210> 61

<211> 1356

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) madura completa de L1 de cadena pesada
humanizada de SAP-E

<400> 61

caggtgcagc
agetgcaagg
cccggoecagyg
aaccagcagt
atggaactga
ttcgactacy
tcecagcgeca
agcggeggea
gtgtectgga
agecagcggece
cagacctaca
gagcccaaga
ggaggecoca
acecoecgagg
aactggtacy
tacaacagea
ggcaaggagt
atcagcaagg
gatgagetga
gacategeeg

cctgtgetgg
agatggcagce
tacacccaga

<210> 62

tggtgeagag
ctagegggtt
gcctggagtg
tecaagggecag
gcagcctgag
acggcggceta
gecaccaaggg
cagececgeeoct
acageggage
tgtacagecct
tetgtaacgt
getgtgacaa
gegtgtteet
tgacctgtgt
tggacggegt
cetacegggt
acaagtgtaa
ccaagggeca
ccaagaacca

tggagtggga

acagegatgg
agggceaacgt
agagcetgag

eggcegecgag
caccttcgee
gatgggctat
ggtgaccate
gagegaggat
ctacttcgac
ceccagegtyg
gggotgoctyg
cctgaccage
gagcagegtg
gaaccacaaqg
gacccacace
gtteecececee
ggtggtggat
ggaggtgcac
ggtgteccgtyg
ggtgtccaac
goccagagag
ggtgtccotyg
gagcaacggc

cagctteotte
gttcagetge
ectgteccet

gtgaagaaac
aéctacaaca

atctaceceeg
accgccgaca
accgecgtgt
agetggggac
ttecccctgy
gtgaaggact
ggcgtgcaca

gtgaccgtge
cccagcaaca

tgeccccoeet
aagcctaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctgaccgtge
aaggeccctge
ccecaggtgt
acctgectgg
cagcecgaga

ectgtacagca
teoecgtgatge
ggcaag

72

coggcageayg
tgecactgggt
gcgacggcaa
agagcaccag
actactgege
agggcacact
cecoccageag
actteccecga
ccttceceeqge
¢cagcagcag
ccaaggtgga
gcccetgecee
acaccctgat
aggaccctga
ccaageccag
tgcaccagga
ctgccectat
acacectgece
tgaagggett
acaactacaa

agetgacegt
acgaggecct

cgtgaaggtg
caggcaggca
cgcecaactac
cacegactac
caggggcgac
agtgaccgtg
caagageacce
acoggtgace
cgtgctgcag
cctgggcace
caagaaggtg
cgagctgctg
gatcageaga
ggtgaagttc
Jggaggagcag
ttggetgaac
cgagaaaacs
ccctagcaga
ctaceccage
gaccacccee

ggacaagage
gcacaatcac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200

1260
1320
1356



<211> 444
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 259345413

<223> Secuencia de aminoacidos madura completa de H1 de cadena pesada humanizada de SAP-E

<400> 62

Gln
Ser
Asn
Gly
Lys
65

Arg
Gly
Phe

Leu
145

His
225
val
Thr
Glu
Lys

Leu
305

Lys

Lys
Ser
Lys
Gln

385
Gly

Gly

val
val
Met

Tyr
50

Gly
Glu
Asp
Thr
Pro
130
Gly
Asn
Gln
Leu
Thr
210
Thr
*he
Pro
val
Thr
290
Thr

val

Axrg
Gly
370
Pro

Ser

Asn

Thr

Gln
Lys
His

35
Ile

Arg
Leu
Phe
Leun
115
Leu
Cys
Ser
Ser
Gly
195
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
275
Lys
Val
Ser
Lys
Asp
355
Phe
Glu

Phe

val

Gln
435

Leu

Val
20
Trp

Tyr
val
Ser
Asp
100
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
180
Thr
Val
Pro
Phe
val
260
Phe

Pro

Asn
Gly

340
Glu

Tyr
Asn

Phe

Phe
420
Lys

val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Tyr
Thr
Pro
val
Ala
165
Gly
Gln
Asp
Pro
Pro
245
Thr

Asn

His
Lys

325
Gln

Pro
Asn
Lys
405
Ser

Ser

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leun
Asp
val

Ser

iys

-150

Leu
Ser
Thr
Lys
Cys
230
Pro
Cys
Trp
Glu
Gln
310
ala
Fro
The
Ser
Tyr

390
Lys

Cys

Leu

Ser
Lys
Gln
Asp
-1

Thr
Arg
Gly
Ser
Ser
135
hAsp
Thr
Leau
Tyr
Lys
215
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
295
Asp
Leou
Arg
Lys
Asp
375
Lys

Leu

Ser

Ser

Gly Ala Glu

Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Gly
Ser

120
Lys

Ser

.Ser

Ile
200
val
Ala

Pro

val’

val
280
Gln
Trp
Pro
Glu
Asn
360
Ile
Thr

Thr

val

Leu
440

Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Tyr
105
Ala
Ser
FPhe
Gly
Ser
185
Cys
Glu
Pro
lys
Val
265
Asp
Tyr

Leu

Pro
345
Gln
Ala
Thr

val

Met
425
Ser

73

10
Gly

Gly
Ala
1iys
Asp
a0

Tyr

Ser

Pro
val
170
Val
Asn
Pro
Glu
Asp
250
Asp
Gly
Asn
Asn
Pro
330
Gln
vVal
val

Pro

410
His

Pro

val
Phe
Gln
Asn
Sear
75

Thr
Phe
Thr
Ser
Glu
155
His
Val
Val
Lys
Leu
235
Thr
val
Vval
Ser
Gly
315
Ile
Val
Ser
Glu
Pro

395
Lys

Glu

Gly

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Asp
Lys
Gly
140
Pro
Thr
Thr
Asn
Ser
220
Leu
Leu
Ser
Glu
Tyr
300
Lys
Glu
Tyr
Leu

Trp
380
val

Ser

Ala

Lys

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val
Ser
Gly
125
Gly
val
Phe
val
Hisg
205
Cys
Gly
Mat
Eis
Val
285
vVal
Glu
Lys
Thr
Thr
365
Glu
Leu

Arg

Leu

Pro
Ala
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Pro
190
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
270
His
Val
Tyr
Thr
Leu
359
Cys
Ser
AsSp

Trp

His
430

Gly
15
Thr

Trp
Gln

RAla

Tyr
95

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Ser
Pro
Lys
Pro
Ser
255
Asp
Asn
Sear
Lys
Ile

335
Pro

asn
Sar
Gln

415
Asn

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Gln
Val
Ala
Ser
160
Val
Ser
Ser
Thr
Ser
2490
Arg
Pro
aAla
Val
Cys
320
Ser
Pro
val
Gly
Asp

400
Gln

His
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<210> 63

<211> 642

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleotidos (optimizada con codones) madura completa de L1 de cadena ligera humanizada
de SAP-E

<400> 63

10

gacatccaga
attacctgea
ggcaaggece
aggttctctg
gaggactteg
ggcaccaaac
agcgatgaqgce
cecccgggagyg
gagagcgtga
ctgagcaagg
ctgtecagee

<210> 64

tgacccagag
gggectecga
ccaagctget
gaagcggcag
ccacctatta
tggagatcaa
agcotgaagag
ccaaggtgea
ccgagecagga
ccgactacga
¢ccgtgaccaa

ceacagetca
gaacatctac
gatceacaac
cggcaccgac
ctgecageac
gegtacggtyg
cggcaccgec
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcacaag
gagcttcaac

ctgagegeea
agctacctgy
gecaagacec
ttcaccctga
cactacggeg
gocgeococa
agcgtggtgt
gacaatgccc
tccacctaca
gtgtacgeccet
cggggcgagt

gegtgggega
cetggtacca
tcgecgagygy
ccatcagcag
ccocectgac
gegtgttoat
gtctgctgaa
tgcagagegg
gectgageag
gtgaggtgac
ge

cagggtgace
gcagaageec
cgtecctage
cctgecageee
ctttggecag
cttecccece
caacttctac
caacagaocag
cagcctgace
ccaccagggc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

<211> 214
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223 Secuencia de aminoacidos madura completa de L1 de cadena ligera humanizada de SAP-E

<400> 64

Ser Leu Ser Ala Ser Val

10
Sar

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser
1 5
Asp Arg Val Thr Ile

20

Tyzr

Gly

Ala
25
Gly

Thr Cys Arg Glu Asn Ile Tyr Ser

30
Leu

Tyr

Leu Ala Gln Gln Lys Ala Pro Lys Leu Ile

45
Arg

Trp Lys
35

Ala

Pro

Thr Ala val Ser Phe Ser

55
Phe

Asn Glu Pro
50

Gly

His Lys leu Gly Gly

Thr Ile
75

His

Thr Asp Thr Leu Ser Ser Leu Gln
70
Tyr

Pro
890
Leu

Ser Ser
65

Glu

Gly

Gln Gly Ala Pro

a5
Ala

His
20
ITle

Ala Thr
85

Gly

Asp FPhe Tyr Cys Tyr

Thr Glu Thr
105

Ser

val
110
Lys

Thr Gln
100

Phe

Phe Gly Lys lLeu Lys Arg Ala

Ile Phe Glu Gln Leu

125
Pro

Pro Ser
120

Leu

val
115
Ser

Pro Ser Pro Asp Gly

Ala Val VvVal Asn Phe

130
Val

Leu
135
Asp

Cys Asn Glu Ala
Val
150

Gln

Tyr
140
Ser

Arg

Gln
155
Ser

Gin Asn Ala Leu Asn Ser Gln

160
Ser

Lys Gly
145

Glu

Trp Lys

Glu Thr Ser
165

Leu

Val Thr Ser Leu

175
Val

Ser Asp Lys Asp Tyr

170
Thr Tyr Glu His

180

Ser Thr Leu Ser Lys Ala Asp

185

Lys Lys

1390

Tyr

vVal Thr

205

Ala Glu Val His Gln Len Ser Ser Pro Lys Ser

195
Asn Arg Gly
210

Gly
200

Cys

Phe Glu Cys

<210> 65

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

74
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<220>
<223> Secuencia de nucledtidos, no optimizada con codones, de HO variante de la region V de cadena pesada
humanizada de SAP-K

<400> 65
ctgggtcctc ggtgaaggte 60

tgecactgggt gocgacaggee 120
atagtgttaa tactaactace 180

gtgaagaagc
agctactgga
attcatccta

caggtgcage tggtgeagtc tggggctgag
tectgecaagg cttcectggagg caccttcage

cctggacaag ggettgagtyg gatgggaatg
240

aatgagaagt

atggagctga
gattactact

tcaagagtag agtcacgatt
gcagcectgag atctgaggac

ggtacttoga

tgtectgggge

acegeggaca

acggcegtgt
cagggeoacee

aatecacegag cacagectac
attactgtgc gagacggaat
tggtcaccgt ctectcea

300
357

<210> 66

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos, no optimizada con
humanizada de SAP-K

codones, de LO variante de la region V de cadena ligera

<400> 66

15

20

25

30

gacatccaga
atcacttgca
gggaaageccco
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagce

tgacccagte
aggcecagtea
ctaageteoct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

tcecatcoctee
gaatgtgaac
gatctattceg
tgggacagat
ctgtecageaa
a

<210> 67

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de HO variante de la region V de cadena pesada

humanizada de SAP-K
<400> 67

caggtgcage tggtgcagag cggegeogaa
agcetgecaagg ccagoeggegg aacctteage
cecggecagy gectggagty gatgggeatg
aacgagaagt tcaagagcag agtgaccatce
atggagctga gctctctgag gagcegaggat
gactactact ggtacttcga cgtcectgggge

<210> 68

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de H1 variante de la regiéon V de cadena pesada

humanizada de SAP-K
<400> 68

caggtgeage
agctgcaagg
cecggecagyg
aacgagaagt
atggagetga
gactactact

tggtgcagag
cecageggeta
gectggagtg
tcaagagcag
gctetcoctgag
ggtacttcga

cggecgecgaa
caccttecace
gatgggecatg
agtgaccate
gagegaggat
agtctgggge

ctgtctgeat
tctaatgtag
gettectace
tteactctea
tgtaacaact

gtgaagaagc
agectactgga
atccacccca
accgccgaca
accgecgtgt
cagggcacac

gtgaagaage
agctactgga
atccacccca
accgcoegaca

accgecgtgt
cagggeacac

ctgtaggaga cagagtcace
cctggtatca gecagaaacca
ggtacagtgg ggteccatca
ccatcageag tetgeaacct
atccattecac gtttggecag

ccggcageag cgtgaaagtyg
tgcactgggt gaggcaggca
acagcgtgaa caccaactac
agagcaccag caccgcctat
actactgoege caggaggaac

tagtgaccgt gtccage

ccggcageag cgtgaaagtg
tgcactgggt gaggcaggca
acagcegtgaa caccaactac
agagcacecaqg caccgectat
actactgcge caggaggaac
tagtgacegt gtecage

60

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
357

60

120
180
240
300
357

<210> 69
<211> 357

75
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15

20

25

30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de H2 variante de la regiéon V de cadena pesada

humanizada de SAP-K
<400> 69

caggtgcage tggtgcagag
agctgcaagg ccagceggcta

ES 259345413

cggegecgaa
cacettcace

gtgaagaagc
agctactgga

cecggecagyg gectggagtg gatcggeatyg atecacccca

tcaagagcag
getctetgag
ggtacttega

aacgagaagt
atggagctga
gactactact

<210>70

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de H3 variante de la regiéon V de cadena pesada

humanizada de SAP-K
<400> 70

caggtgcage tggtgcagag
agctgcaagg ccagcggeta
cceggoecagyg goctggagtyg
aacgagaagt tcaagagcag
atggagctga gctctctgag
gactactact ggtacttcga

<210> 71

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de LO variante de la region V de cadena ligera

humanizada de SAP-K
<400> 71

gacatccaga
atcacctgca
ggcaaagccc
aggtttagey
gaggacttcg

ggcaccaage tggagatcaa

<210>72

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de L1 variante de la region V de cadena ligera

humanizada de SAP-K
<400> 72

gacatccaga tgacccagag
atcacctgeca aggecageca
ggcaaagece ccaaggcecoct
aggtttageg gecageggaag
gaggacttcg ccacttacta
ggcaccaagc tggagatcaa

agccaccate
gagcgaggat
cgtetgggge

cggogocgaa
caccttcace
gateggeatg
agecaccectg
gagegaggat
cgtctggggac

g

ccectettea
gaacgtgaac
gatctacage
cgggaccgat
ctgccagcoag
g

accgecgaca
accgeegtgt
cagggecacac

gtgaagaage
agctactgga
atccacccca
accgtggaca
accgcecgtgt
cagggcacac

ctgagcgeta gegtgggega cagggtgace
agcaacgtgg cctggtacca gcagaagece
geccagctaca gatatagegg cgtgectage
ttcacecctga ccatcageag cctgcagecee
tgcaacaact accccetteac ctteggecayg

76

ccggcagcag
tgecactgggt
acagegtgaa
agagcaccag
actactgecge

tagtgaccgt gtccage

egtgaaagtg 60
gaggcaggca 120
caccaactac 180
caccgcctat 240
caggaggaac 300
357

ccggcagcag cgtgaaagtg 60
tgcactgggt gaggcaggca 120

acagcgtgaa caccaactac
agagcaccag cag¢cgectat
actactgcge caggaggaac
tagtgaccgt gtccage

tgacccagag cccctcectteca ctgagegeta gegtgggega cagggtgace
aggeocageca gaacgtgaac agcaacgtgg cotggtacca gcagaagecoe
ccaagcteet gatctacage gecagetaca gatatagegg cgtgcectage
goageggaag cgggaccgat ttcaccctga ccatcageag cctgcagecece
ccacttacta ctgocageag tgcaacaact acceccettcac ctteggeeag

180
240
300
357

60
120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
321
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<210> 73
<211> 321
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de LO 91A de la variante de la regién V de cadena

ligera humanizada de SAP-K

<400> 73

gacatccaga
atcacetgea
ggcaaagece
aggtttageg
gaggacttcg
ggoaccaage

<210> 74
<211> 107
<212> PRT

ES 259345413

tgacccagag ccectcecttca ctgagegeta gegtgggoga cagggtgacco
aggccagcca gaacgtgaac agcaacgtgg cctggtacca gcagaagcce
gatctacage gccagetaca gatatagegg cgtgoctage
gcagceggaag cgggaccgat ttcaccctga ccatcageag cctgeagece
ccacttacta ctgccagcag gcgaacaact accccttcac ctteggcecag

ccaagctoect

tggagatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos (optimizada con codones) de LO 91A de la variante de la region V de cadena

ligera humanizada de SAP-K

<400> 74

Asp Ile
1
Asp Arg

val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly

€5

Glu Asp

Thr Phe
<210>75

<211> 1347
<212> ADN

Gln Mat Thr

Val Thr Ile
20

Trp Tyr Gln

35

Ala Ser Tyr

Ser Gly Thr

Phe Ala Thr
85
Gly Gln Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

9

Gln
Thr

Gln

Asp

Tyr

Ser
Cys
Lys
Tyr
55

Phe
Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Ser

Thr

Cysa

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

Sar
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

a0
Tle

Lau Ser
Gln Asn
Ala Pro
Pro Ser
Ile Ser
75

Ala Asn

Lys

Ala Sear

Val Asn
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Asn Tyr

val Gly
Ser Asn
Leu Ile
Ser Gly
Gln Pro

80
Pro Phe

€0

120
180
240
300
321

<223> Secuencia de nucledtidos (optimizada con codones) de H3 de cadena pesada humanizada de SAP-K

<400> 75

77



caggtgcage
agctgcaagyg
ccoggecagy
aacgagaagt
atggagetga
gactactact
agcaccaagg
acagcegecoc
aacagcggag
ctgtacagee
atctgtaacg
agctgtgaca
agegtgtteoe
gtgacctgtg
gtggacggcy
acctaccggg
tacaagtgta
gccaagggee
accaagaacce
gtggagtggg
gacagcgatg
cagggcaacg
aagagectga

tggtgcagag
ccagcggeta
gcctggagtyg
tcaagagcag
gctetetgag
ggtacttcga
gcececcagegt
tgggectgect
cecctgaccag
tgagcagegt
tgaaccacaa
agacccacac
tgtteocececce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtgtcecgt
aggtgtccaa
agcccagaga
aggtgtecct
agagcaacgyg
gecagettett
tgttcagetyg
gectgtceoce

ES 259345413

cggegocgaa
caccttcace
gatcggeatg
agccaceectg
gagcgaggat
cgtetgggge
gttcceectg
ggtgaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtyg
goccageaac
ctgeceecece
caagcctaag
tgtgagecac
caatgccaag
gctgaccgtg
caaggcocty
gccecaggty
gacctgecetg
acageccgag
cctgtacage
ctecgtgatg
tggcaag

gtgaagaagc
agctactgga
atcecacceca
accgtggaca
accgcegtgt
cagggeacac
goccecagea
tacttecccyg
accttececeg
cecagcageoa
accaaggtgg
tgecectgece
gacaccctga
gaggacccetg
accaagccca
ctgcaccagg
cctgecccta
tacaccctge
gtgaagggcet
aacaactaca
aagctgaccg
cacgaggeec

ccggcagceag
tgcactgggt
acagegtgaa
agagcaccag
actactgcge
tagtgaccgt
gcaagagcac
aaccggtgac
ccgtgetgea
gectgggeac
acaagaaggt
ccgagetget
tgatcageag
aggtgaagtt
Jaggaggagea
attggctgaa
tegagaaaac
ccecctageag
tetaceccag
agacecaccce
tggacaagag
tgcacaatca

cgtgaaagtyg
gaggcaggca
caccaactac
caccgectat
caggaggaac
gtccagegec
cagcggogge
cgtgtectgg
gagcagcgge
ccagacctac
ggagcccaag
gggaggaeece
aacccccgag
caactggtac
gtacaacage
cggcaaggag
catcagcaag
agatgagetyg
cgacatogee
ceetgtgetg
cagatggcag
ctacaccdag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1347

<210> 76

<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de H3 de cadena pesada humanizada de SAP-K

<400> 76

78



<210>77
<211>64

Gln
Ser
Trp
Gly
Lys

€5
Met

Thr
Pro
Gly
145
Gln
Leu
Thr

225
Phe

Pro
Val
Thr
Thr
305
Val

Ala

Gly
Pro
asgs
Ser
Asn

Thr

2

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Val
val
Met
Met
50

Ser

Glu

Leu
Leu
130
Ser

Ser

Lys
210
Cys

leu

Glu
Lys
Lys
290
val
Ser
Lys
Asp
Phe
370
Glu
Phe
val

Gln

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg

Leu

vVal
115
Ala

Gly
Ser
Thr
185
val
Pro

Phe

Val
Pha

275
Pro

Asan
Gly

Glu
355
Tyr

Asn
Phe
Fhe

Lys
435

val
20
Trp

His
Ala
Ser

Asn

100

Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gln
Asp
Preo

Pro

Thr
260
Asn

His
Lys
Gln
340
Pro
Asn
Lys
Ser

420
Ser

val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
Asp
vVal
Ser
Lys
Leu
165
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
235
Cys
Trp
Glu
Gln
Ala
325
Pro
Thr
Ser
Tyr
Lys

405
Cys

ES 259345413

Gln
Cys
Arg
Asn
Leu
70

Leu
Tyr
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Leu
Tyr
Lys
Pro

230
Lys

val
Tyr
Glu
Asp
310
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
390
Leu

Ser

Ser

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Tyr
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Ile
val
215
Ala

Pro

Vval
val
Gln
295
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
375
Thr
Thr
val

Leu

Gly
Ala
Ala
40

val
vVal
Ser
TCp
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Ser
Cys
200
Glu

Pro

Lys

Val
Asp
280
Tyr
Leau
Ala
Pro
Gln
360
Ala
Thr
vVal
Met

Ser
440

79

Ala
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Tyr
105
Ser
Thr
Pro
Yal
Val
185
Asn
Pro
Glu

Asp

Asp
265
Gly
Asn
Asn
Pro
Gln
345
val
Val
Pro
Asp
His

425
Pro

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
Phe
Thr
Ser
Glu
His
170
val
Val
Lys
Leu

Thr
280

Val
Val
Ser
Gly
Ile
330
val
Ser
Glu
Pro
Lys
410
Glu

Gly

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser

Thr

Lys
Gly
Pro
155
Thr
Thr
Asn
Ser
Leu

235
Leu

Ser
Glu
Tyr
Lys
315
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
395
Ser

Ala

Lys

Lys
Thr
Gly
TYyr
60

Thr
Ala
Val
Gly
Gly
140
Val
Phe
val
His
Cys
220
Gly

Met

His
val
Val
300
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu

380
Leu

Leu

Lys
Phe
Lau
45

Asn
Ser
val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Exro
Lys
205%
Asp
Gly

Ile

Glu
Hisg
285
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
365
Ser
Asp
Trp

His

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
val
Ala
Ser

190
Pro

Lys
Pro

Ser

Asp
270
Asn
Ser
Lys
Ile
Pro
350
Leu
Asn
Ser

Gln

Asn
430

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gln
val
Ala
Ser
val
175
Ser
Ser

Thr

Ser

255

Pro
aAla
val
Cys
Ser
335
Pro
Val
Gly
Asp
Gln

415
His

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Gy
Phe
Leu

Trp
160
Leu
Ser
Asn
His
val

240
Thx

Glu
Lys
Leu
Lys
320
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
400
Gly

Iyr
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<223> Secuencia de nucleotidos (optimizada con codones) de la cadena ligera LO humanizada de SAP-K

<400> 77

gacatccaga
atcacctgeca
ggcaaagcec
aggtttageg
gaggactteg
ggcaccaage
agegatgage
ccccgggagy
gagagegtga
ctgagcaagg
ctgteccagee

tgacecagag
aggccageca
ccaagcetect
gcagcggaaqg
ccacttacta
tggagatcaa
agctgaagag
ccaaggtgca
ccgagcagga
ccgactacga
ccégtgaccaa

cocctettea
gaacgtgaac
gatctacage
cgggaccgat
ctgccagecag
gegtacggtyg
cggcacegee
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcacaag
gagcticaac

ctgagegeta
agcaacgtgyg
geccagctaca
ttcaccctga
tgcaacaact
gccgecececa
agcgtggtgt
gacaatgeeco
tccacctaca
gtgtacgect
cggggegagt

gegtgggcga
cctggtacea
gatatagcgg
ccatcagocag
acececttcac
gegtgttcat
gtctgetgaa
tgecagagcgg
gcctgagcag
gtgaggtgac
ge

<210>78

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera LO humanizada de SAP-K

<400> 78

Gln Ser Ser Leu Ser Ala

10
Ser

Asp Ile Gln Met Thr Ser
1 5
Asp Arg Val Thr Ile

20

Tyr

Pro

Als
25
Gly

Thr Cys Lys Gln Asn Val

Val ala Gln Ala Pro Lys

45
Arg

Pro
40
Ser

Trp Gln Lys Lys

35
Ala

val Ser

60

Ser Ser Gly Pro

50

Tyr Arg Tyr

55

Tyr

Thr Phe Thr Thr Ile

75
Cys

Lys

Ser Gly Ser Gly Asp Leu Ser Ser

Thr
85
Gly

Glu Asp Phe Ala Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Asn

Thr Gln Leu
100

Phe

Thr Glu
105

Ser

Phe Gly Lys Ile Thr

Ile Phe Glu Gln Leu

125
Pro

Val
115
Ser

Pro
120
Leu

Pro Ser Pro Asp

Thr Ala Val val Phe

130
val

Leu
135
Asp

Cys Asn Asn Tyx
140
val Ser
150

Gln

Ala Leu Gln
155

Ser

Lys Gln Asn
145

Glu

Trp Lys Gly

Thr Glu
165
Leu

Ser Val Asp Ser Lys Asp

170
Tyr

Tyr

Thr
180
val

Ser Thr Leu Ser Lys Ala Glu Lys His

185
Leu

Gln Val

205

Glu His Ser Ser Pro

195
Arg

Thr Gly

200

Cys

Phe Asn Glu

210

Gly Cys

<210>79

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> Secuencia sefial para cadenas de inmunoglobulina

<400> 79

80

cagggtgacc
gcagaageoe
cgtgcctage
cctgeagece
atteggecag
etteeececece
caacttctac
caacagccag
cacectgace
ccacecaggge

val
i5
Ser

Ser

Asn
30
Leu Leu

Phe Ser

Gln
- 80
Pro
95
Ala

Leu
Tyr

val
110
Lys Ser

Arg Glu

Agn Ser

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

Gly
Asn
Ile

Gly

Pro
Phe
Ala
Gly
Ala

Gln

160

Leu
175
Val

Ser

Lys
190

Thr Lys

Ser
Tyr

Ser
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
Val His Ser

81
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une especificamente al SAP, en el que la region variable de cadena pesada es la SEC ID
NO: 28, la region variable de cadena ligera es la SEC ID n° 35 y en el que el anticuerpo comprende un dominio
constante humano de IgG1 o IgG3 humana.

2. Un anticuerpo como se define en la reivindicacién 1, que comprende una cadena pesada de la SEQ ID NO: 62 y
una cadena ligera de la SEC ID NO: 64.

3. Una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-2.

4. Una molécula de acido nucleico como se define en la reivindicacion 3, que comprende la SEQ ID NO: 54 y la SEQ
ID NO: 59.

5. Una molécula de acido nucleico como se define en la reivindicacion 3, que comprende la SEQ ID NO: 61 y la SEQ
ID NO: 63.

6. Un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico como se define en la reivindicacion 3, 4 o
5.

7. Una célula huésped recombinante que comprende un vector de expresién como se define en la reivindicacion 6.

8. Un procedimiento de produccién de un anticuerpo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
cuyo procedimiento comprende la etapa de cultivar una célula huésped como se define en la reivindicacion 7 y
recuperar el anticuerpo.

9. Una composiciéon farmacéutica que comprende un anticuerpo como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-2 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. Un anticuerpo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 para su uso en el tratamiento o
prevencion de una enfermedad asociada con la deposicion amiloide, en el que dicho anticuerpo debe administrarse
con acido ((2R)-1-[6-[(2R)-2-Carboxipirrolidin-1-il]-6-oxohexanoil]pyrrolidin-2-carboxilico, (CPHPC) o wuna sal
farmacéuticamente aceptable o mono o diéster del mismo, en el que la administracion del anticuerpo y de CPHPC
es secuencial y en el que el CPHPC debe administrarse primero.

11. Un anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el anticuerpo debe administrarse
sustancialmente cuando en el sujeto se ha eliminado todo el SAP circulante.

12. Un anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 10 u 11, en el que la enfermedad se selecciona del
grupo que consiste en: amiloidosis sistémica, amiloidosis local, enfermedad de Alzheimer, diabetes de tipo 2,
amiloidosis relacionada con didlisis, amiloidosis de cadena de inmunoglobulina monoclonal (AL) y angiopatia
amiloide cerebral.
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Figura 5

Figura 6
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Figura 7
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Figura 9

(A)

(B)

89



ES 2593454 T3

Figura 10
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Figura 12
(A)
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(B) Inmunotransferencia sondeada con anti-C3 de raton a 1:5000
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